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Microorganismos pertencentes ao gênero Herbaspirillum têm sido amplamente 
estudados em relação à sua capacidade de fixar nitrogênio. Contudo o crescente 
isolamento destes microorganismos a partir de amostras clínicas indica o potencial 
para atuar como patógeno humano. Neste trabalho 15 estirpes de Herbaspirillum, 
oito isolados ambientais e sete isolados clínicos, foram estudadas quanto às suas 
características fenotípicas, moleculares e comportamento em ensaios biológicos “in 
vitro”. Os resultados dos testes microbiológicos convencionais indicam que as 
bactérias do gênero Herbaspirillum poderiam ser erroneamente identificadas como 
Burkholderia cepacia, Ralstonia monolytica, Ochobacterum spp., Acidovorox spp. ou 
o grupo 2 Pseudomonas-like. Divergências nos resultados de alguns dos testes 
bioquímicos comuns aos sistemas convencionais e comerciais foram observadas. 
Nenhuma das estirpes isoladas de humanos foi capaz de fixar nitrogênio. O 
seqüenciamento do gene gyrB, realizado apenas para as estirpes isoladas de 
humanos, confirmam a classificação destes microorganismos no gênero 
Herbaspirillum, realizada previamente pelas análise de 16S rRNA. As análises de 
espectrometria de massa tipo MALDI-TOF permitiram identificar os picos (m/z) 
3349,46 (3347,97-3351,38) e 6700,78 (6697,92-6702.3) comuns entre as 15 estirpes 
do gênero estudadas e um pico de 7313,47 (7311,92-7315,02) em comum para 
ambas as estirpes de H. frinsingense, que podem servir como marcadores para esse 
gênero e espécies. As análises de MALDI-TOF permitiram a identificação ao nível de 
espécie e estirpe, e são mais vantajosas e acuradas em relação aos ensaios 
bioquímicos. Os ensaios biológicos “in vitro” demonstraram que, nas condições 
utilizadas, as estirpes não apresentam ação citotóxica nem hemolítica, embora 
tenham sido capazes de aderir às células humanas. Os resultados obtidos indicam 
que as estirpes ambientais e clínicas são similares na grande maioria das 
características testadas, mas foram claramente distinguidas através da análise de 
MALDI-TOF, que pode eventualmente vir a ser a metodologia de referência para a 
identificação desses organismos. Os ensaios celulares sugerem que as estirpes de 
























Microorganisms belonging to the genus Herbaspirillum have been widely studied in 
relation to their ability to fix nitrogen. However the increasing isolation of these 
microorganisms from clinical samples indicates their potential to act as a human 
pathogens. In these study the phenotypic characteristics and molecular behavior in 
biological assays in vitro of 15 strains of Herbaspirillum, eight environmental isolates 
and seven clinical isolates, were analyzed. Results of the conventional 
microbiological tests indicated that bacteria of the genus Herbaspirillum may be 
misidentified as Burkholderia cepacia, Ralstonia monolytica, Ochobacterum spp., 
Acidovorox spp. or Pseudomonas-like group 2. Discrepancies in the results of some 
biochemical tests common to conventional and commercial systems were observed. 
None of the strains isolated from humans were able to fix nitrogen. Sequencing of the 
gyrB gene, performed only for strains isolated from humans, confirmed the 
classification of these microorganisms in the genus Herbaspirillum, which was 
previously performed by analysis of 16S rRNA. The analysis based on MALDI-TOF 
mass spectrometry allowed to identify the peaks (m / z) 3349,46 (3347,97-3351,38) e 
6700,78 (6697,92-6702.3) common for the 15 strains studied and one peak in 
7313,47 (7311,92-7315,02) common for both strains of H. frinsingense, which may 
serve as markers for this genus and species. The MALDI-TOF analysis allowed the 
identification to species and strain level, and is more advantageous and accurate in 
relation to biochemical assays for this group of bacteria. Biological assays in vitro 
demonstrated that, in the conditions used, strains presented no cytotoxic or hemolytic 
activities, although they were able to adhere to human cells. The results indicate that 
the environmental and clinical strains were similar in most tests, but were clearly 
distinguished by analysis of MALDI-TOF, which may eventually become the 
reference methodology for the identification of organisms. The cellular assays 

























 A utilização de microorganismos fixadores de nitrogênio em plantas de 
interesse agrícola é reconhecida por reduzir custos de produção bem como por ser 
uma alternativa de menor impacto ao meio ambiente (SILVEIRA et al., 2004). 
 Dentre os diferentes microorganismos capazes de promover a fixação 
biológica de nitrogênio atmosférico, pode se destacar algumas bactérias 
pertencentes ao gênero Herbaspirillum, que vêm sendo amplamente estudadas 
quanto aos benefícios potenciais de seu uso agrícola. Contudo, o isolamento de 
Herbaspirillum a partir de amostras clínicas, especialmente de pacientes 
imunocomprometidos (SPILKER et al., 2008), levanta questionamentos quanto à 
semelhança entre as estirpes isoladas de humanos e aquelas encontradas 
associadas à vegetais e, em especial, quanto ao potencial de patogenicidade das 
últimas em humanos.  
 Considerando a importância dos patógenos oportunistas nas pessoas que 
realizam tratamento com drogas imunossupressoras, naquelas que apresentam 
doenças imunossupressoras ou defesa reduzida no combate a microorganismos, e 
ainda patologias de base predisponentes para o desenvolvimento de infecções, este 
projeto visa o estudo fenotípico e molecular de estirpes de Herbaspirillum isoladas 




2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 




 A aplicação da biotecnologia (manipulação de seres vivos ou parte destes 
para produzir bens e serviços) na agricultura pode ser considerada um marco para a 
evolução agrícola. A inovação de técnicas agrícolas e o aumento da produtividade 
nessa área estão cada vez mais relacionados ao conhecimento científico derivado 
da aplicação de técnicas moleculares e celulares do que às inovações mecânicas e 
químicas. Além disso, esta prática vem acompanhada de expectativas de melhorias 
na qualidade dos alimentos, redução de custos e desenvolvimento de práticas 
agrícolas de menor impacto ambiental (SILVEIRA et al., 2004). 
 O Brasil é um dos principais centros de pesquisa agrícola entre os países 
em desenvolvimento, e conta com diversas instituições públicas de ensino e 
pesquisa voltadas para o desenvolvimento da biotecnologia, seja atuando no 
melhoramento de vegetais, controle biológico de pragas ou fixação biológica de 
nitrogênio (SILVEIRA et al., 2004). 
 O nitrogênio é um elemento fundamental para o desenvolvimento das 
plantas, e encontra-se disponível em alta concentração na atmosfera (~ 80%), na 
forma gasosa (N2). A disponibilidade de nitrogênio influencia de maneira positiva a 
produtividade das culturas agrícolas, contudo as plantas realizam a assimilação do 
nitrogênio somente na forma de amônia (NH3) ou nitrato (NO3
-), que são 
incorporados para formar aminoácidos e outros compostos. Algumas bactérias, 
denominadas diazotróficas ou fixadoras de N2, são capazes de realizar a conversão 
do nitrogênio gasoso em amônia através do processo de fixação biológica de 
nitrogênio (DÖBEREINER, 1997; SILVEIRA e FREITAS, 2007), que é conduzido 
pela enzima nitrogenase (DIXON e KAHN, 2004). 
 A fixação biológica do nitrogênio traz vantagens econômicas e ambientais 
significativas, visto que é conhecido o impacto do uso de fertilizantes químicos em 
ambos os aspectos. As bactérias diazotróficas encontram-se associadas com 
plantas de interesse econômico, ecológico e alimentar como as leguminosas (soja, 




especial as gramíneas (cana de açúcar, milho, arroz, sorgo) (DÖBEREINER, 1997; 
SILVEIRA, et al. 2004; ALVES et al., 2006). 
 
 
2.2 RIZOSFERA E MICROORGANISMOS 
 
 
 Dá-se o nome de rizosfera à região do solo influenciada pelo metabolismo 
das raízes das plantas. Esta é uma região rica em exsudatos, secreções e 
fragmentos celulares advindos da raiz. Estes compostos incluem água, ácidos 
orgânicos, ácidos graxos, esteróis, fatores de crescimento, nucleosídeos, açúcares, 
aminoácidos e vitaminas, o que torna esta uma região rica em nutrientes. Ela 
desempenha importante papel nos ciclos de nutrientes assim como na manutenção 
da saúde e estímulo do crescimento da planta (BERG et al., 2005; BAIS et al., 2006; 
NEHL e KNOX, 2006; SILVEIRA e FREITAS, 2007).  
 A rica composição do meio, aliada a condições favoráveis de pH e de 
potencial redox proporcionam um nicho favorável para presença de 
microorganismos. Neste ambiente ocorrem interações complexas entre os 
microorganismos e a planta, assim como entre os microorganismos, que competem 
entre si pelos nutrientes ali ofertados (WHIPPS, 2001; BERG et al., 2005;           
BAIS et al., 2006; TYLER e TRIPLETT, 2008). 
 As bactérias que habitam a rizosfera (rizobactérias) encontram se 
distribuídas na superfície das raízes em vida livre (organismos rizosféricos), e 
associadas aos tecidos internos das plantas (bactérias endofíticas)    
(DÖBEREINER, 1997). A associação entre bactérias e as raízes das plantas tem 
sido amplamente estudada e nela estão envolvidos diversos gêneros bacterianos 
assim como diversas plantas, dentre elas vegetais de importância agrícola como as 
gramíneas. As rizobactérias podem influenciar de maneira positiva ou negativa o 
crescimento do vegetal. No primeiro caso elas recebem a denominação de 
rizobactérias promotoras do crescimento enquanto no segundo rizobactérias 
deletérias. As promotoras do crescimento atuam por diversos mecanismos entre eles 
a produção de fitohormônios, fixação biológica de nitrogênio, solubilização de 
fosfatos e supressão do crescimento de microorganismos patogênicos. As 




fitotoxinas como o ácido cianídrico (HCN). Algumas rizobactérias podem atuar como 
promotoras ou deletérias de acordo com as condições do meio, população de 
microorganismos e genoma da planta (NEHL e KNOX, 2006). 
 O ambiente da rizosfera estimula também a transferência de genes entre os 
microrganismos, levando uma alta taxa de recombinação gênica                       
(BERG et al., 2005). A incorporação de DNA livre no meio, transferência de 
plasmídeos e de elementos transponíveis, podem trazer novas informações 
genéticas e assim promover alteração das características fenotípicas das 
rizobactérias (NEHL e KNOX, 2006). As interações entre os microorganismos 
estimulam o aparecimento de estirpes produtoras de antibióticos, estirpes 
multiresistentes e estirpes capazes de produzir toxinas prejudiciais a 
microorganismos eucarióticos. Em muitos casos as espécies capazes de produzir 
substâncias com atividade antibiótica previnem a infecção por fitopatógenos e 
protozoários (WHIPPS, 2001; BERG et al., 2005). Em contra partida algumas das 
espécies capazes de produzir substâncias prejudiciais a microorganismos 
eucarióticos podem também atuar como fitopatógenos ou patógenos humanos 
oportunistas (BERG et al., 2005).  
 A junção de fatores como a densidade de microorganismos, a 
disponibilidade de nutrientes, alta taxa metabólica, e condições favoráveis para 
recombinação gênica, torna a rizosfera um ambiente favorável para a seleção de 
espécies patógenas humanas facultativas (BERG et al., 2005). 
 
 
2.2.1 Rizosfera e bactérias oportunistas  
 
 
 A patogenicidade de um microorganismo relaciona-se com a capacidade de 
causar doença no hospedeiro (FINLAY e FALKOW, 1989; ERLICH et al., 2008). Ela 
depende da capacidade que o microorganismo possui para penetrar, multiplicar-se e 
esquivar-se dos mecanismos de defesa do hospedeiro (FINLAY e FALKOW, 1989). 
Estes fatores, por sua vez, não dependem unicamente das informações genéticas 
do microorganismo, mas também da predisposição do hospedeiro e de condições 
ambientais favoráveis (ERLICH et al., 2008). Desta maneira, a probabilidade de 




capazes de afetar hospedeiros hígidos outros só serão capazes de causar doença 
em imunossuprimidos (FINLAY e FALKOW, 1989). 
 Bactérias oportunistas também denominadas patogênicas facultativas são 
caracterizadas por provocar doença em pacientes debilitados, imunocomprometidos, 
ou que apresentam outra patologia de base, como por exemplo: a Aids e a Fibrose 
Cística, que levam o paciente a um quadro progressivo de imunossupressão. Estes 
microorganismos podem estar presentes na água, no solo, ou ainda ser comensais 
de outros organismos mais complexos como os animais e as plantas. Neste contexto 
a rizosfera apresenta-se como um potencial reservatório de bactérias oportunistas 
(BERG et al., 2005). 
 Estudos acerca da intensa interação entre organismos eucarióticos e 
procarióticos presentes na rizosfera demonstram similaridade entre os genes 
responsáveis pelos mecanismos de colonização de hospedeiros eucariotos, em 
bactérias promotoras do crescimento vegetal, e bactérias patogênicas            
(TYLER e TRIPLETT, 2008). Também há similaridade entre genes relacionados à 
patogenicidade de bactérias patogênicas de plantas e animais. Entre eles podem ser 
citados os genes relacionados à maquinaria que compõe o sistema de secreção   
tipo III (BÜTTNER e BONAS, 2003; TYLER e TRIPLETT, 2008). Similaridade entre o 
genoma dos microorganismos patogênicos e ambientais tem sido descrita sugerindo 
que a diferença entre as estirpes pode estar na regulação dos genes de virulência, e 
que alguns mecanismos que viabilizam uma interação benéfica entre plantas e 
bactérias, são similares ou até mesmo idênticos aos mecanismos de virulência 
envolvidos na interação entre bactéria e o organismo humano (BERG et al., 2005).  
 
 
2.3 Herbaspirillum spp. 
 
 
 Membro da classe β-Proteobacteria e da família Oxalobacteraceae o gênero 
Herbaspirillum contém bactérias gram negativas, de forma vibrióide ou helicoidal, 
não fermentadoras de açúcares e móveis. Podem apresentar de um a três flagelos 
em uma ou ambas as extremidades das células (BALDANI et al., 1986; BALDANI et 
al., 1996; BALDANI et al., 2005).  
 São positivos para as provas de oxidase e urease, contudo variáveis 




de microaerofilia algumas das espécies são capazes de fixar N2 atmosférico, ou 
seja, são capazes de crescer em condições onde a única fonte de nitrogênio é N2. 
Utilizam preferencialmente como fonte de carbono sais orgânicos como malato, 
fumarato, succinato, piruvato e citrato, podendo também utilizar outras fontes como 
o glicerol, manitol, D-glucose e o sorbitol. Em meio JNFb contendo azul de 
bromotimol,  apresentam colônias planas, lisas e brancas com centros azul ou verde 
após uma semana de incubação (BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1996). 
 Atualmente estão descritas as seguintes espécies (EUZÉBY, 2011):             
H. aquaticum (DOBRITSA et al., 2010), H. autotrophicum                                
(ARAGNO e SCHLEGEL, 1978; DING e YOKOTA, 2004), H. hiltneri    
(ROTHBALLER et al, 2006), H. huttiense (LEIFSON, 1962; DING e YOKOTA, 2004); 
H. chlorophenolicum (IM et al, 2004); H. frisingense (KIRCHHOF et al., 2001);         
H. lusitanum (VALVERDE et al, 2003); H. putei (DING e YOKOTA, 2004);                
H. rhizosphaerae (JUNG et al, 2007); H. rubrisubalbicans                     
(CHISTOPHER e EDGERTON, 1930; BALDANI et al,, 1996) e  H. seropedicae 
(BALDANI et al., 1986). 
 A maior parte dessas bactérias está associada à colonização endofítica de 
raízes, caules e folhas de gramíneas, são fixadoras de nitrogênio e não parecem 
estar associadas a doenças. Entretanto já foram descritas espécies isoladas de 
amostras de água e fluidos de hemodiálise, espécies fitopatogênicas e estirpes 
isoladas a partir de amostras clínicas associadas com infecções em humanos 
(BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1992; BALDANI et al., 1996;                
JAMES et al., 1997, KIRCHHOF et al., 2001; GOMILA et al., 2005;         
RODRIGUES et al., 2006; COENYE et al., 2002). 
 
 
2.3.1 H. frisingense 
 
 
 Esta espécie foi identificada por Kirchhof e colaboradores em 2001, durante 
o isolamento de bactérias fixadoras de nitrogênio dos vegetais Miscanthus spp 
(Alemanha), Spartina pectinata (Alemanha) e Pennisetum purpureum (Brasil). 
Bactérias desta espécie são encontradas em associação com raízes, caules e folhas 




do vegetal através da secreção de fitohormônios (ROTHBALLER et al., 2008). São 
bacilos gram negativos móveis, curvos, delgados, em forma espiralada, com um a 
três flagelos unipolares. Suas células possuem diâmetro entre 0,5 e 0,7 m e 
comprimento entre 1,4 e 1,8 m. A temperatura ótima de crescimento, em presença 
de nitrogênio, está na faixa de 30 e 37°C e o pH entre 6,0 a 7,0; o conteúdo de 
guanina e citosina é de 63%  (KIRCHHOF et al., 2001).  
 Assim como as demais espécies do gênero, são microorganismos de 
metabolismo oxidativo que utilizam preferencialmente ácidos orgânicos como fonte 
de carbono. São incapazes de metabolizar di e tri-sacarídeos, porém capazes de 
metabolizar aminoácidos e ácidos graxos. São positivos para as provas de catalase, 
oxidase e urease, contudo negativos para hidrólise de gelatina. Promovem a 
redução de nitrato a nitrito, porém não reduzem nitrito a gás N2                
(KIRCHHOF et al., 2001).  
 Possuem genes nif, e fixam nitrogênio em condições de microaerofilia. 
(KIRCHHOF et al., 2001).  
 
 
2.3.2 H. hiltneri 
 
 
 Estes microorganismos foram isolados inicialmente de raízes de trigo, 
apresentam tamanho entre 1,6 e 2,0 μm e diâmetro de 0,5 a 0,6 μm. Possuem 
flagelos polares, geralmente dois, e temperatura de crescimento ótimo entre 26 e 
34°C. Não possuem genes nifD e nifH e portanto não são capazes de fixar nitrogênio 
(ROTHBALLER et al., 2006). 
 Cresce utilizando ácido acético, ácido cítrico, ácido fórmico, ácido               
D-glucônico, ácido succínico, glicogênio, L-arabinose, D-manitol, D-sorbitol, glicerol, 
mas não em N-acetil-D-galactosamina, D-cellobiose, gentiobiose, D-lactose, 
lactulose, maltose, D-melibiose, D-raffinose, sucrose, turanose, L-histidina,              
L-ornithina, glucose 1-phosphato, D-frutose, D-manose, L-rhamnose. 
 O sequenciamento do gene 16S rRNA levou à identificação inicial dessas 
bactérias como H. lusitanum, mas após a análise da região 23S rRNA as estirpes 




estudos adicionais foram realizados até o momento com estirpes deste gênero 
(ROTHBALLER et al., 2006).   
 
 
2.3.3 H. huttiense 
 
 
 Inicialmente identificado como pertencente ao gênero Pseudomonas        
([P.] huttiense, LEIFSON, 1962) a espécie H. huttiense foi reclassificada em 2004 
pelo trabalho de Ding (2004), que através de análise filogenética (16s rRNA) e 
hibridização de DNA, demonstrou maior similaridade da espécie como o gênero 
Herbaspirillum (DING e YOKOTA, 2004). 
 A espécie, assim como as demais pertencentes a este gênero, é gram 
negativa. Os organismos apresentam tamanho médio de 0,4 m de diâmetro e      
1,8 m de comprimento, podendo ser levemente curvos e geralmente apresentam 
de um a três flagelos em ambos os pólos (LEIFSON,1962; DING e YOKOTA, 2004).  
 São microrganismos aeróbios que produzem ácido a partir da glucose e 
xilose, e fracamente da manose e sorbitol. Não produzem ácido a partir da sacarose, 
maltose, lactose, rafinose. São negativos nos ensaios de amido, gelatina, celulose, 
nitrato e catalase (LEIFSON,1962). 
 O teor de guanina e citosina é de 63,3 mol%. As estirpes não são capazes 
de fixar nitrogênio, nem possuem genes nifH (DING e YOKOTA, 2004). 
 
 
2.3.4 H. lusitanum 
 
 
 Descrita por Valverde e colaboradores (2003), durante o isolamento de 
bactérias presentes em nódulos de raízes de feijão em Portugal, esta espécie possui 
de um a dois flagelos polares, tamanho médio de 1,6 μm de comprimento e 0,5 μm 
de diâmetro. São capazes de fixar nitrogênio e o conteúdo de G+C é de 59,9 ± 2 
mol%. 
 As estirpes pertencentes a esta espécie são capazes de crescer entre 20 e 




fenilacetato, N-acetil D-glucosamina, L-ramnose, arabinose. Apresentam reações 
negativas para maltose, adipato, ONPG, meso-inositol, meso-eritritol, redução de 
nitrato a nitrito e indol (VALVERDE et al., 2003). 
 
 
2.3.5 H. putei 
 
 
 Isolada pela primeira vez de amostras de água, em Okasaka, Japão, a 
espécie H. putei compreende células em forma bacilos curvos ou em forma 
espiralada, imóveis, não formadoras de esporos. O tamanho médio varia entre 0,5 e 
0,7 m de diâmetro e 1,4 e 1,8 m de comprimento. Suas condições ótimas de 
crescimento estão entre 25 e 37°C e pH entre 6,0 e 7,0. São positivos para as 
provas de catalase, oxidase, redução de nitrito e oxidação de D-glucose, arabinose, 
manitol, galactose, glicerol. Negativos para as provas de nitrato, lactose, maltose, 
sacarose, frutose, manose, L-ornitina, ramnose, trealose, L-fenilalanina             
(DING e YOKOTA, 2004; ROTHBALLER et al., 2006). 
 Apesar de possuir genes nifH, não demonstra ser capaz de fixar nitrogênio 
atmosférico. Seu conteúdo de G+C é de 66,9 mol% (DING e YOKOTA, 2004). 
 
 
2.3.6 H. rubrisulbalbicans 
 
 
 Classificado inicialmente como pertencente ao gênero Pseudomonas 
(CHISTOPHER e EDGERTON, 1930), a espécie foi reclassificada no gênero 
Herbaspirillum por Baldani e colaboradores, em 1996. 
 Apresentam múltiplos flagelos polares, temperatura ótima de crescimento a 
30°C, sendo capazes de crescer a 40°C. Não produzem H2S, não hidrolisam 
gelatina nem tween 80. A maior parte das estirpes é capaz de reduzir nitrato a nitrito. 
São positivos para as provas de D-glucose, glicerol, arabinose, lactose, manitol,      
D-frutose, D-galactose, sorbitol e negativos para as provas de sacarose, rafinose, 
salicina, maltose, celobiose e meso-inositol (BALDANI et al., 1996). 
 As estirpes pertencentes a este gênero são diazotróficas, endofíticas 




(BALDANI et al., 1996). Podem atuar como fitopatógenos em algumas variedades de 
cana de açúcar e sorgo (BALDANI et al., 1996; JAMES et al., 1997;           
OLIVARES, et al., 1997; BALDAN et al.,  2005). 
 
 
2.3.7 H. seropedicae 
 
 
 Foi a primeira espécie do gênero a ser descrita. Foi descoberta durante 
estudos com Azospirillum spp. A observação de células de maior robustez que as 
normalmente observadas para Azospirillum levou à descrição desse gênero                     
(BALDANI et al., 1986). 
 As células possuem forma vibrióide, assumindo em alguns casos forma 
helicoidal. Geralmente contém dois flagelos em uma ou em ambas as extremidades 
das células que apresentam intensa motilidade em superfícies ricas em oxigênio. As 
condições ótimas para crescimento ocorrem a 34 °C, e pH entre 5,3 e 8,0. São 
positivas para as provas de catalase, oxidase e urease. Utilizam como fonte de 
carbono os ácidos orgânicos malato, fumarato, piruvato, succinato e trans-aconitato 
e os carboidratos glucose, galactose e arabinose. São sensíveis a uma gama de 
antibióticos como a eritromicina, gentamicina, tetraciclina e o cloranfenicol e 
resistentes ao ácido nalidíxico, penicilinas, estreptomicinas, novobiocina e 
rifampicina. Não requerem suplementação de meio de cultura com vitaminas nem 
outra substância para crescimento; são incapazes de crescer em meios que 
contenham 2% de NaCl (BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1996). 
 Em meio JNFb semi-sólido (48 h 30-34 °C) as células formam uma película 
branca permanecendo vibrióides e móveis por até uma semana. São capazes de 
crescer em temperaturas de 38 a 41 °C quando em meio contendo fonte inorgânica 
de nitrogênio. Em JNFb contendo azul de bromotimol apresentam colônias 
pequenas, lisas, planas, esbranquiçadas com centro verde ou azul (BALDANI et al., 
2005).   
 H. seropedicae é uma bactéria endofítica (não é capaz de sobreviver bem 
livre no solo) que ocorre em áreas tropicais, capaz de colonizar raízes, caules e 
folhas de diferentes gramíneas de grande importância econômica como o milho, 




RODRIGUES et al., 2006; SILVEIRA e FREITAS, 2007). Promove a produtividade e 
o crescimento dos vegetais através da sua capacidade de fixar nitrogênio e da 
produção de fitohormônios. A maioria das estirpes é capaz de fixar nitrogênio 
(BALDANI et al., 1995).   
 
 
2.3.8 Microorganismos do gênero Herbaspirillum como patógenos humanos. 
 
 
 Os primeiros representantes do gênero a serem isolados e identificados a 
partir de amostras humanas tais como secreções de feridas, urina, fezes, material de 
trato respiratório, suco gástrico e sangue, foram denominados “Herbaspirillum 
species 3” e não eram fixadores de nitrogênio (BALDANI et al., 1996).  
 Mais recentemente, estudos conduzidos nos Estados Unidos e na Itália, com 
pacientes portadores de fibrose cística, revelaram a presença de espécies de 
Herbaspirillum em amostras de trato respiratório. Duas espécies identificadas foram 
H. huttiense e H. frisingense (COENYE et al., 2002; CAMPANA, et al., 2005).  
 Um estudo que analisou a diversidade de bactérias presentes em aneurisma 
aórtico por 16S rDNA também identificou representantes do gênero Herbaspirillum 
entre outros microorganismos (SILVA et al., 2006).  
 Bactérias do gênero Herbaspirillum também foram associadas com celulite e 
bacteremia, caso descrito em um paciente após exposição de uma ferida de membro 
inferior à água. Foi reportado o isolamento de um bacilo gram negativo, oxidase 
positivo, não fermentador de lactose a partir do frasco de hemocultura incubado em 
aerobiose. A bactéria foi identificada como H. seropedicae através do 
sequenciamento do gene 16S rRNA (TAN e OEHLER, 2005). Outro caso relatado foi 
de um paciente com fibrose cística internado por problemas pulmonares, que 
apresentou hemocultura positiva para Herbaspirillum spp. Neste caso a bactéria foi 
inicialmente identificada como pertencente ao complexo Burkholderia cepacia. 
Contudo, o sequenciamento do 16S rRNA indicou  99,6% de similaridade com        
H. putei (SPILKER et al., 2008). 
 O laboratório de estudos de bactérias do complexo B. cepacia na 
Universidade de Michigan identificou, entre os anos 2000 e 2007, espécies do 




Inicialmente 68% (19 estirpes) desses microorganismos foram identificados, através 
de testes microbiológicos comerciais usuais, como pertencentes ao complexo         
B. cepacia; 14% (4 estirpes) como Ralstonia spp, e 18% (5 estirpes) não puderam 
ser identificadas ao nível de espécie. O seqüenciamento do 16S rRNA daquelas 
bactérias permitiu identificar três delas como  H. huttiense, três como                       
H. frisingense, duas como  H. seropedicae e duas como H.  putei; as dezoito 
restantes não puderam ser identificadas entre as espécies até então descritas. 
Essas bactérias foram subdivididas em três diferentes grupos que foram 
denominados como Herbaspirillum linhagem 1, Herbaspirillum linhagem 2 e 
Herbaspirillum linhagem 3 (SPILKER et al., 2008). 
 Na República da China, foi relatado o isolamento de Herbaspirillum a partir 
de hemocultura de uma paciente com leucemia linfoblástica aguda, em tratamento 
com quimioterapia, que foi internada com quadro febril após a ingestão de caldo de 
cana. O sequenciamento do gene 16S rRNA permitiu identificar a bactéria como 
pertencente ao gênero Herbaspirillum (CHEN et al., 2010)  
 Nos Estados Unidos Herbaspirillum spp foi relacionado a um quadro de 
bacteremia em uma paciente pediátrica oncológica em uso de quimioterapia. O 
microorganismo inicialmente foi identificado, pelo painel Gram-negativo no sistema 
Vitek2®, como pertencente ao complexo B. cepacia, porém os resultados do teste 
de susceptibilidade a antibióticos, não foram compatíveis com o perfil esperado para 
microorganismos desse grupo. Dois outros sistemas comerciais foram utilizados 
para a identificação: o painel de testes de identificação de gram-negativos da BD 
Phoenix® identificou o microorganismo como Cupriavidius pauculus, quando 
repetido o teste a identificação foi de Ochrobactrum anthropi. O kit Uni-N/F Tek Plate 
(Remel)®, para identificação de bacilos gram negativos não fermentadores, oxidase 
positivos não foi capaz de identificar o microorganismo. O seqüenciamento do gene 
16S rRNA indicou identidade maior que 99,9% com Herbaspirillum spp              










2.4 IDENTIFICAÇÃO DE MICROORGANISMOS 
 
 
 A necessidade de detectar e identificar microorganismos surgiu 
simultaneamente com os primeiros relatos de associações entre microorganismos e 
doenças demonstrados por pesquisadores como Koch e Pasteur                 
(BARKEN et al., 2007; ALBUQUERQUE et al, 2009).  
 Ainda no século 19 os primeiros microbiologistas desenvolveram um sistema 
de classificação que dividia os grupos de bactérias de acordo com a morfologia, o 
tamanho e a motilidade. Com a introdução do ágar para preparo de meios de 
cultura, foi possível a obtenção de culturas puras, o isolamento de estirpes, e o 
desenvolvimento das primeiras provas de metabolismo. O progressivo 
desenvolvimento de diferentes testes fenotípicos permitiu que os mesmos fossem 
organizados em grupos de provas com a finalidade de classificar diferentes grupos 
de bactérias (ALBUQUERQUE et al., 2009; JANDA e ABBOTT, 2002).  
 
 




 Os primeiros passos para a identificação bacteriana requerem a 
microscopia, a análise da morfologia colonial e a caracterização fenotípica das 
colônias através de testes de avaliação de metabolismo (ASLANZADEH, 2006; 
JAMNNES e DE VOS, 2006; WEILE e KNABBE, 2009). Os sistemas de identificação 
podem ser classificados como convencionais, quando os testes de metabolismo são 
preparados no próprio laboratório, ou comerciais, testes adquiridos prontos e 
utilizados para identificação automatizada ou manual (ASLANZADEH, 2006). 
 Estão disponíveis em literatura diversos esquemas/tabelas de identificação 
de bactérias baseadas em sistemas convencionais que descrevem o comportamento 
bioquímico de diversos microorganismos, em especial aqueles reconhecidos como 
patógenos clássicos. Baseiam-se em uma série de provas como coloração de Gram, 
crescimento em aerobiose, morfologia/microscopia, crescimento em meios seletivos, 




metabolismo como utilização de carboidratos e descarboxilação de aminoácidos. 
Geralmente inicia-se a identificação através de provas presuntivas (gram, 
morfologia, oxidase, outras) que permitem a divisão dos microorganismos em grupos 
de características semelhantes. A partir das informações iniciais o microbiologista é 
direcionado para esquemas mais complexos de identificação que podem levar até a 
determinação de gênero e espécie de muitos microorganismos de interesse clínico 
(ASLANZADEH, 2006).  
 Apesar de serem de baixo custo e amplamente difundidos, os sistemas 
microbiológicos clássicos são geralmente laboriosos e podem requer dias para a 
identificação bacteriana (MACFADDIN, 2000; ASLANZADEH, 2006).  
 A necessidade de padronização de provas, agilidade do processo e redução 
de custos impulsionou o surgimento de kits comerciais para identificação bacteriana. 
Estes estão baseados na miniaturização de provas convencionais com o intuito de 
facilitar a manipulação e reduzir o volume de reagentes e o tempo necessário para a 
identificação (JAMNNES e DE VOS, 2006). 
 Os sistemas comerciais podem variar entre manuais, semi-automatizados e 
automatizados. Estes sistemas permitem a inoculação simultânea de uma série de 
provas bioquímicas miniaturizadas, cujos resultados podem ser obtidos em curtos 
períodos de tempo (de duas a quatro horas) caso a detecção seja baseada na 
presença de enzimas e/ou produtos celulares pré sintetizados, ou em períodos mais 
extensos caso o sistema seja dependente do crescimento bacteriano 
(ASLANZADEH, 2006). Entre os sistemas comerciais mais difundidos estão: API 
Systems® (bioMerieux), BBL Crystal Identification System® (Becton Dicknson), BBL 
Phoenix Identification and Susceptibility® (Becton Dicknson), VITEK e VITEK 2 
Identification System® (bioMerieux), Microscan WalkAway® (Dade MicroScan) e 
Biolog ID System® (Biolog) (ASLANZADEH, 2006). 
 Os sistemas Biolog® permitem testar simultaneamente 95 substratos, 
definindo um perfil característico para os microorganismos. Este perfil permite a 
identificação de diversos microorganismos previamente cadastrados nas bases de 
dados Biolog®, entre eles microorganismos fastidiosos, patogênicos e ambientais. A 
visualização das provas é realizada através da redução do indicador tetrazólio 
(incolor) em um composto roxo, indicando a oxidação/utilização do substrato 
disponibilizado, durante o processo de respiração da suspensão de células vivas 




2.4.2 Identificação de microorganismos através de sequenciamento de DNA. 
 
 
 O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular trouxe notáveis 
avanços para a identificação de microorganismos. O uso de metodologias baseadas 
na detecção e/ou sequenciamento de genes tem reduzido a dependência de testes 
fenotípicos para a identificação de microorganismos.  Enquanto os ensaios 
fenotípicos detectam características sujeitas a variações que podem afetar a 
identificação bacteriana e até levar à identificação errônea do microorganismo, os 
ensaios baseados na análise de DNA têm como vantagem a utilização de uma 
informação estável e independente da necessidade de condições para ativação ou 
inativação de expressão dos genes (JAMNNES e DE VOS, 2006; NOCKER et al. 
2007; MURRAY et al., 2003). 
 A escolha do gene, ou do conjunto de genes, a serem estudados varia de 
acordo com os objetivos propostos, ou seja, para estudos taxonômicos são 
selecionados genes ou regiões conservadas pouco suscetíveis a pressões de 
seleção ou transmissão horizontal, ao passo que genes que codificam 
características de virulência como toxinas e adesinas são utilizados para estudos 
relacionados com a patogenicidade do microorganismo                               
(JAMNNES e DE VOS, 2006).  
 O sequenciamento de genes essenciais para a sobrevivência dos 
organismos, também chamados de genes “housekeeping”, é utilizado em estudos 
populacionais e de identificação. Esta aplicação está baseada no fato destes genes 
serem altamente conservados, possuírem diferentes domínios, alguns conservados 
e outros variáveis. As regiões conservadas entre as espécies são utilizadas como 
molde para o desenho de oligonucleotídeos iniciadores tornando possível a 
amplificação da região por PCR enquanto as regiões variáveis permitem a distinção 
filogenética dos microorganismos (BARKEN et al., 2007, NOCKER et al., 2007). 
 O sequenciamento do gene 16S rRNA, para a identificação de 
microorganismos está cada vez mais difundida entre os microbiologistas. Este gene 
codifica o rRNA 16S que compõe a subunidade menor do ribossomo e está presente 
em todas as bactérias (BARKEN et al., 2007). O sequenciamento do 16S rRNA 
permite  a identificação de microorganismos patogênicos clássicos assim como os 




também tem contribuído significativamente para a descrição de novos 
microorganismos, de microorganismos não cultiváveis, ou previamente não 
detectados pelas técnicas de análise disponíveis, e reduzido o tempo de 
identificação de microorganismos patogênicos de crescimento lento.  Além disso, 
permitiu associar microorganismos previamente não identificados como patogênicos 
a casos clínicos (JANDA e ABBOTT, 2007; WOO et al., 2008), ampliando o 
reconhecimento de oportunistas. Entretanto, em alguns casos o sequenciamento do 
16S rDNA não disponibiliza informações suficientes para a distinção de alguns 
gêneros e/ou espécies, sendo então necessário o estudo associado de outros genes 
essenciais como gyrB e rpoB (JANDA e ABBOTT, 2007; WOO et al., 2008). 
 O gene gyrB codifica a subunidade β da enzima DNA girase. Esta enzima 
pertence ao grupo de enzimas topoisomerases do tipo II que atuam na manutenção 
da dupla hélice da molécula de DNA durante a replicação da molécula e da 
segregação do cromossomo recém-replicado (HUANG, 1996). Vários estudos têm 
demonstrado que o gene gyrB é um marcador útil para estudos filogenéticos de 
espécies de um mesmo gênero (YAMADA et al., 1999; KASAI, et al., 2000; YÁÑEZ 
et al., 2003).   
 Também considerado como um gene universal entre as bactérias rpoB 
codifica a  subunidade beta da enzima RNA polimerase,  responsável pelo  processo 
de transcrição. O sequenciamento da região variável deste gene tem se mostrado 
eficaz na identificação da maior parte das bactérias analisadas                
(ADÉKAMBI et al., 2008). 
 
 
2.4.3 Identificação de microorganismos por MALDI-TOF MS 
 
 
 O desenvolvimento da técnica de MALD-TOF/MS (“Matrix-assisted laser 
desorption-ionization time-of-flight mass spectrometry”) possibilitou o uso da 
espectrometria de massa para a análise moléculas grandes não voláteis como 
peptídeos e proteínas. (LAY e HOLLAND, 2000). 
 O uso do MALDITOF/MS em estudos de caracterização bacteriana vem 
avançando nos últimos anos devido à rapidez para obtenção de resultados, o baixo 




células intactas ou extratos de célula pouco purificados como amostra para análise 
(BIZZINI e GREUB, 2010; LAY, 2001). Após a disponibilização de culturas puras as 
técnicas microbiológicas convencionais levam de 24 a 48 horas  para a identificação 
bacteriana, enquanto o MALDITOF/MS pode fazer a identificação  em poucos 
minutos. Além disso, o custo da identificação pode vir a ser um quarto do custo de 
outras metodologias convencionais (BIZZINI e GREUB, 2010). 
 Os resultados das análises são suscetíveis as alterações de condições 
experimentais, e mesmo espectros obtidos para duplicatas de uma mesma estirpe 
podem apresentar picos diferentes (LAY, 2001; LAY e HOLLAND, 2000). Contudo, 
foi observado que para bactérias geneticamente idênticas, um subconjunto de picos 
permanece inalterado mesmo em diferentes condições experimentais. Estes picos 
conservados parecem ser a razão do sucesso do uso de MALDITOF/MS para a 
identificação de bactérias. Os espectros têm sido amplamente estudados, a fim de 
estabelecer padrões para diferentes espécies e assim possibilitar a identificação 
bacteriana (LAY, 2001). 
 O MALDITOF/MS vem sendo apontado como um potencial substituto para 
as metodologias atualmente utilizadas na rotina laboratorial (BIZZINI et al., 2010; 







3.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
 Caracterizar estirpes de Herbaspirillum spp isoladas de humanos e do 
ambiente através da utilização de análises fenotípicas e moleculares. 
 
 
3.1.2 Objetivos específicos 
 
 
- Caracterizar as estirpes de Herbaspirillum frente a um painel de provas 
microbiológicas convencionais; 
- Verificar as reações apresentadas pelas estirpes utilizando um painel comercial de 
provas bioquímicas; 
- Testar os isolados clínicos de Herbaspirillum quanto à capacidade de fixar 
nitrogênio; 
- Determinar a seqüência de bases do gene gyrB das estirpes isoladas de humanos; 
- Caracterizar as estirpes de Herbaspirillum utilizando MALDI-TOF/MS; 
- Determinar a capacidade das estirpes de Herbaspirullum em aderir em linhagem 
celular derivada de humanos; 
- Verificar se as estirpes apresentam atividade hemolítica; 










 Para o desenvolvimento desta dissertação foram utilizadas sete estirpes de 
Herbaspirillum spp. isoladas de infecções em humanos, gentilmente cedidas pelo Dr. 
John LiPuma da Universidade de Michigan, e oito estirpes isoladas do ambiente, 
parte da bacterioteca do Núcleo de Fixação Biológica de Nitrogênio da UFPR.  
 
 
TABELA 1 - ESTIRPES DE Herbaspirillum spp. 
 
Espécie Estirpe Fonte 
H. frisingense AV 14559 SPILKER et al., 2008 
H. huttiense AV 11883 SPILKER et al., 2008 
H. putei AV 13384 SPILKER et al., 2008 
H. seropedicae AV 14040 SPILKER et al., 2008 
Herbaspirillum linhagem 1 AV 14775 SPILKER et al., 2008 
Herbaspirillum linhagem 2 AV 13965 SPILKER et al., 2008 
Herbaspirillum linhagem 3 AV 3926 SPILKER et al., 2008 
H. frisingense GSF-30 KIRCHOFF et al., 2001 
H. hiltneri  ANTON HARTMANN 
H. huttiense IAM 14941 LEIFSON, 1962; DING e YOKOTA, 
2004 
H. lusitanum P6-12 VALVERDE et al., 2003 
H. putei IAM 15032 DING e YOKOTA, 2004 
H. rubrisulbalbicans M4 CHISTOPHER e EDGERTON, 
1930; BALDANI et al., 1996 
H. seropedicae Z67 BALDANI et al., 1986 
H. seropedicae Smr1  PEDROSA et al., 1997 
 
FONTE: O AUTOR, 2011 
 
 
4.2 CONDIÇÕES DE CULTIVO E ESTOCAGEM DE BACTÉRIAS 
 
 
 As estirpes de Herbaspirillum spp foram cultivadas em meio ágar Triptona de 
Soja (TSA-Merck®) e ágar Cistina Lactose Eletrólitos Deficiente (CLED-Merck®). Os 




aerobiose, e os de isolados do ambiente a 30 ± 1 oC.  As bactérias foram estocadas 
em Skim Milk (CHAPIN e LAUDERDALE, 2003) à -20 °C e em NFbHP malato semi-
sólido (KLASSEN et al., 1997) à temperatura ambiente. 
 
 
4.3. TESTES FENOTÍPICOS  
 
 
4.3.1 Testes microbiológicos convencionais 
 
 
 A morfologia e reação tintorial das bactérias foram determinadas através da 
coloração de Gram.  
 A determinação da temperatura ótima de crescimento foi feita em ágar 
triptona glucose extrato de levedura (TGY) incubado por 24 a 48 horas nas 
temperaturas de 25 oC, 30 oC, 36 oC e 42 oC (WEYANT et al.,1996).  
 Para a caracterização das estirpes foram utilizados os testes recomendados 
nos algoritmos para a identificação de bactérias gram negativas aeróbias 
(SCHRECKENBERGER et al., 2003; SCHRECKENBERGER e WONG, 2003), 
utilizando a temperatura de crescimento de 36 ± 1 oC para os isolados humanos, e 
30 ± 1 oC para os isolados do ambiente. As bactérias foram testadas quanto as 
seguintes características: citocromo oxidase, catalase, hidrólise de gelatina, 
motilidade, ONPG, uréia de Christensen, redução de nitrato, indol, esculina, 
utilização de citrato; crescimento em ágar MacConkey, ágar SS, ágar cetrimide; 
fermentação da D-glucose; oxidação da D-glucose, sacarose, lactose, glicerol, 
trealose, arabinose, maltose, ramnose, manitol, xilose e frutose; descarboxilação da 
lisina e ornitina, arginina dihidrolase, e desaminação da fenilalanina. A capacidade 
de crescer na ausência de NaCl e em concentrações de 1, 2, 3, 4, 5 e 6% de NaCl 
foi determinada em culturas realizadas em caldo nutriente. Foram também 
verificados o padrão de hemólise em ágar sangue de carneiro e resistência à 
polimixina B (300U) em ágar TSA e ágar sangue de carneiro. Os testes bioquímicos 
convencionais foram preparados e interpretados de acordo com MacFaddin (2000). 






4.3.2 Teste fenotípico – BIOLOG® 
 
 
 Inicialmente as culturas foram crescidas em meio TSA-Merck®, por 24 – 48 
horas a 36 °C (para os isolados clínicos) ou a 30 °C (para os ambientais) para a 
obtenção de colônias isoladas. Estas foram utilizadas para inocular 10 mL de TSB-
Merck® que foi incubado por 24 horas nas temperaturas citadas acima, sob agitação 
de 160 rpm. Uma alíquota de 3,0 ml da cultura foi centrifugada a 2000 rpm por dois 
minutos, e o sedimento utilizado para preparar uma suspensão bacteriana em 
solução inoculante Biolog®, com transmitância de 58% em 590 nm. A seguir 
alíquotas de 150 µL da suspensão de bactérias foram inoculadas em cada um dos 
96 poços (95 substratos e um controle) da placa Biolog® GN2 que foi incubada nas 
temperaturas citadas acima. As leituras foram realizadas visualmente após 24 e 48 
horas da inoculação. Foram considerados positivos os testes nos quais houve o 
aparecimento de coloração púrpura. As provas foram realizadas em triplicata. 
 
 
4.3.3 Ensaio da Nitrogenase  
 
 
 A atividade da nitrogenase foi determinada pelo método da redução do 
acetileno a etileno (DILKWORTH, 1966). As culturas foram realizadas em meio semi-
sólido NFbHP malato contendo 0,5 mM de glutamato, incubado nas temperaturas de 
30 oC e 36 oC. A estirpe de H. seropedicae Smr1 foi utilizada como controle positivo. 
 Após a formação de uma película visível na superfície do meio inoculado 
com o controle positivo (H. seropedicae estirpe Smr1), os frascos foram fechados 
com rolhas de borracha (tipo “sub Seal”) e etileno foi injetado no frasco lacrado (10% 
da fase gasosa). As culturas foram incubadas por uma hora a 30 °C e a produção de 
etileno determinada pela injeção de 0,5 ml da fase gasosa em cromatógrafo a gás. 
Este ensaio foi realizado nos laboratórios do Núcleo de Fixação Biológica de 







4.4 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 
 
 
4.4.1 Sequenciamento de DNA 
 
 
4.4.1.1 Extração de DNA 
 
 
 O DNA foi purificado utilizando a metodologia de extração com fenol-
clorofórmio (SAMBROOK et al., 1989). 
 As culturas foram incubadas em meio TSB a 36 °C e 120 rpm, por 18 horas. 
Em seguida 3 mL da cultura foi centrifugado a 14.000 rpm por dois minutos, o 
sobrenadante foi desprezado e as células no sedimento lavadas com 1 mL de 
tampão T50 E20 NaCl200 e novamente centrifugadas a 14.000 rpm. O sobrenadante 
novamente foi descartado e as células precipitadas resuspensas em 450 µl de T50 
E20 NaCl200.  
 Lisozima foi adicionada à suspensão de células até a concentração de 100 
µl/mL, seguida de incubação por um período de cinco a dez minutos a temperatura 
ambiente. Após este período, 50 µL de SDS 10% foram adicionados ao sistema, e a 
mistura foi então incubada a 50 °C por cinco a dez minutos, até ocorrer lise celular.  
Então Proteinase K foi adicionada à mistura na concentração de 50 µg/mL, o que foi 
seguido de incubação por 4 horas a 37 oC. 
 Após este período, o DNA foi extraído com 100 µL de solução de 
fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1), através de homogeneização por 
inversão seguida de centrifugação por 15 minutos à 14000 rpm. A fase aquosa 
contendo o DNA foi transferida para um novo tubo e o DNA foi precipitado com 2,5 
volumes de etanol absoluto. O DNA foi então lavado com 1 mL de etanol 80%,  seco 











4.4.1.2 Reação em Cadeia da Polimerase  
 
 
 A amplificação do gene gyrB foi realizada por PCR, utilizando os 
oligonucleotídeos iniciadores gyrB1F 5’ – GACAACGGCCGCGGSATTCC – 3’ e 
gyrB2R 5’ - CACGCCGTTGTTCAGGAASG – 3’ descritos por TAYEB e 
colaboradores (2008). As reações foram realizadas em volume final de 25 µL 
contendo 1U de Taq DNA polimerase (Fermentas), tampão da Taq DNA polimerase 
1x (10 mM Tris-HCl pH 8.8, 50 mM KCl, 0,08% Nonidet P40, Fermentas),          
MgCl2 1,5 mM, 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador (Bioneer), dNTP 0,2 mM 
(Invitrogen) e aproximadamente 20 nmol de DNA genômico como molde. As reações 
foram realizadas em termociclador Veriti (Applied Biosystems), utilizando as 
seguintes condições: 1 ciclo de 95 °C por 2 minutos; 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 




4.4.1.3 Detecção dos produtos de PCR 
 
 
 A detecção dos produtos de PCR foi realizada por eletroforese em gel de 
agarose 1,5% em tampão TBE 1X (Tris-base 89 mmol/L, ácido bórico 89 mmol/L, 
EDTA 2 mmol/L pH 8,0) (SAMBROOK et al., 1989). A corrida eletroforética foi 
realizada a 35 V por aproximadamente duas horas. O gel foi corado com brometo de 
etídeo (0,5 μg/ml) durante 15 minutos, observado sob luz UV (302 nm) e 
fotodocumentado utilizando o sistema UVP Imaging System. 
 
 
4.4.1.4 Purificação dos produtos de PCR 
 
 
 Os produtos de PCR foram tratados com as enzimas Exonuclease I (3,3 U - 
USB) e SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase – USB, 0,66 U - GE Healthcare) a fim de 




Os tubos contendo as misturas foram incubados a 37 °C por 45 minutos, seguidos 




4.4.1.5 Reação de Sequenciamento  
 
 
 A reação de sequenciamento foi realizada segundo o método de término de 
cadeia de Sanger modificado (SANGER, NICKLEN e COULSON, 1977), 
empregando dideoxinucleotídeos marcados com fluoróforos.  
 As reações foram realizadas em volume final de 10 μL contendo 5 pmol de 
oligonucleotídeo iniciador, aproximadamente 200 ng do produto de PCR tratados e  
4 μL do reagente DYEnamic ET Sequence Premix Terminator (DYEnamic ET Dye 
Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham Biosciences). O seguinte programa foi 
utilizado: 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s, 60 °C por 30 s. O produto da 
reação de sequenciamento foi transferido para tubo plástico de 500 μL ao qual foram 
adicionados 2 μL de acetato de amônio 7,5 M e 60 μL de etanol absoluto. A mistura 
foi homogeneizada em agitador tipo vórtex, mantida a temperatura ambiente por 20 
minutos e então centrifugada por 25 min a 14000 rpm em microcentrífuga Eppendorf 
modelo 5410. O sobrenadante foi removido e o precipitado lavado duas vezes com 
250 μL de etanol 70% e seco em estufa a 37 °C.  
 O produto obtido foi dissolvido em 4 μL de Formamide Loading Dye (Applied 
Biosystems) e submetido à eletroforese no Seqüenciador automático de DNA 
modelo ABI Prism 377 do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da 
UFPR. As seqüências obtidas foram analisadas com os programas BioEdit 
Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), BLASTN (ALTSCHUL  1997) e   










4.4.2 Espectrometria de massa MALDI-TOF 
 
 
4.4.2.1 Preparo da Amostra 
 
 
 Colônias isoladas das bactérias crescidas em ágar TSA, foram transferidas 
para tubos plásticos de 1,5 mL, lavadas com 1 mL de água, centrifugadas a      
14000 rpm (centrifuga Eppendorf modelo 5410) por 2 minutos e o sobrenadante 
descartado. Este procedimento foi repetido mais uma vez. A seguir, o sedimento foi 
suspenso em 1 mL de etanol 75% (v/v), e após 10 minutos centrifugado nas 
mesmas condições acima. O sobrenadante foi descartado, o sedimento seco em 
estufa a 37 oC, e então acrescido de  50 μL de ácido fórmico 70% e 50 μL de 
acetonitrila. As suspensões obtidas foram centrifugadas a 14000 rpm por 2 minutos 
e 1µL do sobrenadante depositado sobre uma placa para análise no espectrômetro 
de massa e seco ao ar em temperatura ambiente. Então, 1 μL da matriz ácido α-
ciano-4-hidroxicinâmico (10 mg/ml) dissolvida em acetonitrila: ácido trifluoroacético 
2,5% (1:1) foi adicionado às amostras e seco ao ar (SAUER et.al., 2008). As 
amostras foram encaminhadas para análise nos laboratórios do grupo de Fixação de 
Nitrogênio, Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR. 
 
 
4.4.2.2 Análise das amostras  
 
 
 As amostras foram analisadas em espectrômetro de massa Autoflex MALDI-
TOF (Bruker Daltonics) equipado com laser de nitrogênio (337nm). Os espectros de 
massa foram adquiridos no modo linear positivo usando uma aceleração de 20 kV. A 
aquisição dos espectros foi realizada de forma manual, com auxílio do programa 
Autoxecute FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics), utilizando resolução entre 600 e 1500 
arb, uma média de mil tiros de laser (100 disparos de laser em 10 posições 
diferentes da amostra) e aquisição de sinais com valores m/z entre 3.000 a 20.000. 




 Como calibrador foi utilizado uma mistura de insulina (M+H) (5734,52000 
m/z), ubiquitina I (M+H) (8565,7600 m/z), citocromo C (M+2H) (6181, 05000 m/z), 
citocromo (M+H) (12360,97000 m/z), mioglobina (M+2H) (8476,6600 m/z) e 
mioglobina (M+H) (16952,31000 m/z) (Protein Calibration Standart I- Bruker 
Daltonics). 
 Cada amostra foi aplicada em cinco pontos diferentes da placa de MALDI e 
a aquisição dos espectros realizada como descrito acima.  
 
 
4.4.2.3 Análise dos espectros 
 
 
 Os dados gerados foram submetidos à análise de picos em comuns através 
do programa Speclust disponível no site: http://bioinfo.thep.lu.se/speclust.html    
(ALM et.al., 2006) a fim de gerar um espectro médio para cada amostra, a variação 
tolerada foi de ± 5 m/z. Os espectros médios obtidos foram então processados, 
utilizando como critério para o estabelecimento de picos comuns aqueles presentes 
em pelo menos três das cinco replicatas (sendo o índice de incidência do pico maior 
ou igual á 0,6) (FRANCO et al., 2010). 
 Os espectros médios foram analisados utilizando o software Speclust (ALM 




4.5 ENSAIOS BIOLÓGICOS “IN VITRO” 
 
 
4.5.1 Ensaio de adesão celular utilizando células HeLa 
 
 
 A capacidade das estirpes de Herbaspirillum aderirem sobre células 
humanas foi determinada utilizando-se monocamadas da linhagem celular HeLa 





 As células HeLa foram cultivadas em frascos de cultura com faces planas 
contendo meio de cultivo celular DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino 
e mantidas sob atmosfera de 5% de CO2 e temperatura de 37 
ºC. Após a remoção 
do tapete celular com tripsina e contagem em câmara de Neubauer, as células foram 
plaqueadas (2 x 104 por poço) em microplacas de 24 poços contendo lamínulas de 
vidro estéreis. As microplacas foram incubadas a 37oC sob atmosfera de 5% de CO2 
por 24 horas. 
 As quinze estirpes de Herbaspirillum foram cultivadas por aproximadamente 
18 horas em caldo TSB sob agitação de 160 rpm a 37oC (isolados humanos) ou a 
30oC (isolados ambientais). Essas culturas foram utilizadas na preparação de 
inóculos com turvação padronizada com o tubo 0,5 da escala de MacFarland. Cem 
microlitros dos inóculos foram adicionados nos poços contendo as culturas de 
células HeLa, e então foram acrescentados 400 L de DMEM estéril sem antibióticos 
e sem soro fetal bovino. Após três e seis horas de incubação a 37º C, as culturas 
foram lavadas cinco vezes com PBS estéril, fixadas com 2% de formol por dois 
minutos e submetidas à coloração de MayGrünwald-Giemsa. Então as lamínulas 
foram lavadas em água corrente, secas e analisadas em microscópio óptico Zeiss 
Axiophot com sistema de captura de imagem acoplado.  
Como controle negativo do experimento bactérias não foram adicionadas a alguns 
poços, sendo as culturas de células HeLa incubadas apenas com 400 L de DMEM 
e 100 L de solução salina estéril. Os ensaios foram realizados em duplicata. 
 
 
4.5.2 Determinação do potencial citotóxico das estirpes de Herbaspirillum sobre a 
linhagem celular Vero 
 
 
 Para avaliar um possível efeito citotóxico de Herbaspirillum sobre células 
Vero foi utilizado o método colorimétrico com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-
difenil Tetrazólio) - MTT. O princípio deste método, descrito por Mosman (1983), 
consiste em medir indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimática 
mitocondrial das células. Quando as células estão viáveis as desidrogenases 
mitocondriais são capazes de agir sobre substratos como o MTT levando a sua 




de células viáveis, mais cristais de formazan são formados. Esses cristais são 
solubilizados com isopropanol em meio ácido e a cor formada é quantificada através 
de espectofotometria em 550 nm. 
 Para a realização do ensaio foram plaqueadas 5.000 células da linhagem 
celular Vero em microplacas de 96 poços. Às células foram então adicionados 20 μL 
de uma suspensão de Herbaspirillum sp preparada em salina a partir da 
centrifugação (5.000 rpm por quatro minutos) de 3 ml de cultura em TSB e ajuste de 
turvação para 2 da escala de MacFarland. Foram então adicionados 80 μL do meio 
de cultivo celular – DMEN, e as células foram incubadas por 6, 18 e 24 horas em 
estufa a 37 °C contendo 5% CO2. Após estes períodos foram adicionados aos poços 
45 μL de MTT na concentração de 0,5 mg/mL. A placa foi novamente incubada a 37 
°C e após 2 horas foram adicionados 100 μL de isopropanol / ácido HCl 0,01 M. 
Como controle foram utilizados poços contendo as células Vero incubadas com 20 
μL de TSB estéril e 80 μL de DMEN. Os ensaios foram realizados em triplicatas. 
 As células da linhagem Vero foram também avaliadas quanto a sua 




4.5.3 Determinação da produção de hemolisina 
 
 
 A capacidade de diferentes estirpes de Hesbaspirillum sp provocar a lise de 
eritrócitos humanos foi verificada através do método de SCHEFFER e colaboradores 
(1988) com algumas modificações. Resumidamente estirpes de Herbaspirillum sp 
foram inoculadas em caldo TSB e incubadas sob agitação de 150 rpm a 37 oC. Após 
6, 18 e 24 horas, porções de 0,2 mL da cultura foram coletadas e incubadas em 
tubos de 1,5 mL por duas horas a 37oC com 0,2 mL de uma suspensão contendo 
108/mL eritrócitos humanos do grupo “O” Rh positivo em tampão CaCl2 20 mM, Tris 
10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4. Após a incubação os microtubos foram centrifugados 
a 2000 rpm por três minutos e a absorbância da hemoglobina liberada no 
sobrenadante foi determinada em 550 nm. Os níveis de hemólise foram 
representados em porcentagem em relação ao controle positivo (hemólise de 100%, 




de eritrócitos). O controle negativo foi a suspensão de eritrócitos humanos com TSB 
incubada pelos mesmos períodos utilizados para os testes com Herbaspirillum sp. 
Os ensaios foram realizados em duplicata. 
 
 
4.5.4 Análises estatísticas 
 
 
 Para a análise estatística dos dados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e 
produção de hemólise foi utilizado análise de variância (ANOVA de uma via) e pós 
teste de Tukey. Foi considerado estatisticamente significativo p≤ 0,05. Para tais 







5.1. CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA  
 
 
5.1.1 Testes microbiológicos convencionais 
 
 
 Todas as estirpes de Herbaspirillum sp se desenvolveram bem nos meios 
TGY (WEYANT et al., 1996), CLED e TSA (Difco), sendo o último o escolhido para o 
cultivo das bactérias. Os resultados dos testes microbiológicos convencionais 
(SCHRECKENBERGER et al., 2003; SCHRECKENBERGER e WONG, 2003) estão 



























































































































































































































































































Gram BGN BGN BGN BGN BGN BGN BGN BGN BN BGN BGN BGN BGN BGN BGN 
Oxidase P P P P P P P P P P P P P P P 
Catalase N F N N F F N F N F N F N P P 
TGY 25°C (24h) P P P P P P P P P P P P P P P 
TGY 30°C (24h) P P P P P P P P P P P P P P P 
TGY 36°C (24h) P P P P P P P P P P P P P P P 
TGY 42°C (24-48h) P P F N F N F N P P N F P N N 
TSI Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc 
H2S (TSI) N N N N N N N N N N N N N N N 
Citrato P P P P P P P P P P P P P P P 
Uréia P P P P P P P P P P P P P P P 
Nitrato P P N N N N N P P P P P P N N 
Nitrato-gás N N N N N N N N N N N N N N N 
Indol N N N N N N N N N N N N N N N 
Esculina N N N N N N N N N N N N N N N 
Motilidade P P P P P P P P P P P P P P P 
ONPG P P P P P P P P P P P P P N N 
Fenilalanina desaminase N N N N N N N N N N N N N N N 
Arginina dihidrolase N N N P N P N P N N P N N N P 
Ornitina descarboxilase N N N N N N N N N N N N N N N 
Lisina descarboxilase N N N N N N N N N N N N N N N 
MacConkey P P P P P P P P P P P P P P P 
Agar SS N N N N N N N N N N N N N N N 
Cetrimide N N N N N N N N N N N N N N N 
Gelatina N N N N N N N N N N N N N N N 
Caldo Nutriente s/ NaCl P P P P P P P P P P P P P P P 
Caldo Nutriente 1% NaCl P P P P P P P P P P P P P P P 
Caldo Nutriente 2% NaCl P P P P P P P P P P P P P P P 
Caldo Nutriente 3% NaCl N P N N N N N N N N P N N N N 
Caldo Nutriente 4% NaCl N N N N N N N N N N N N N N N 
Caldo Nutriente 5% NaCl N N N N N N N N N N N N N N N 
Caldo Nutriente 6% NaCl N N N N N N N N N N N N N N N 
 





TABELA 2 - REAÇÕES OBSERVADAS PARA AS ESTIRPES DE Herbaspirillum NOS TESTES MICROBIOLÓGICOS 




















































































































































































































































































Fermentação D-Glucose N N N N N N N N N N N N N N N 
Àcido de D-Glucose P P P P P F P P P P P P P P P 
Àcido de Sacarose N N N N N N N N N N N N N N N 
Acido de Lactose N N P ND ND N ND N N N F ND N N N 
Àcido de Glicerol P P P P P P P P P P P P P P P 
Àcido de Trealose N N N N F N N N N ND N N N N N 
Àcido de Arabinose P F P F P F F F F F P P P P P 
Àcido de Maltose N N N N N N N N N N N N N N N 
Àcido de Ramnose N F N N N N N F N P N N N N P 
Àcido de Manitol P P P P P P P P P P P P P P P 
Ácido de Xilose P P P P P P P P P P P P P P P 
Ácido de Frutose P F P ND F F F F F F P F P F P 
 
LEGENDA: F=fracamente positivo, N=negativo, P=positivo, ND= não determinado  






 Os resultados obtidos confirmam a morfologia e reação tintorial 
esperada para bactérias do gênero Herbaspirillum. Indicam também que essas 
bactérias pertencem ao grupo dos bacilos gram negativos não fermentadores 
(BGN-NF), que compreende bactérias aeróbias que crescem no ápice do ágar 
TSI, mas não são capazes de acidificar o meio.  
 Todas as estirpes apresentaram as características comuns ao gênero 
descritas na literatura: reações positivas para a oxidase, uréia e metabolismo 
oxidativo para alguns carboidratos. 
 Todas as estirpes cresceram em ágar sangue de carneiro e não 
apresentaram hemólise. A suscetibilidade à polimixina B (300U) foi analisada 
pelo crescimento em ágar TSA e em ágar sangue. A maioria das estirpes não 
apresentou halo de inibição, crescendo até a borda do disco, o que indica 
resistência a este antimicrobiano. Halos de inibição foram observados para as 
seguintes estirpes: H.frisingense GSF-30 (10 mm em ágar sangue e 8 mm 
TSA); H. huttiense IAM 14941 (11,5 mm em ágar sangue e 10, 5 mm em TSA); 
H. seropedicae Z67 (11 mm em ágar sangue e 12 mm em TSA); H. lusitanum 
P6-12 (11 mm em ágar sangue e 12 mm em TSA). Como controle foi utilizada a 
estirpe de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, suscetível a polimixina, que 
apresentou halo de 13,5 mm em ágar sangue e 12,5 mm em TSA.  
 Considerando apenas os testes com reações variáveis entre as 
estirpes, e para os quais não foram observadas reações fracamente positivas, 
ou seja: redução do nitrato a nitrito, arginina, ONPG e crescimento em caldo 
nutriente contendo 3% de NaCl, respectivamente, foi possível classificar as 
estirpes em 8 grupos: 
- grupo 1: reações positivas para redução do nitrato a nitrito, ONPG e negativas 
para as demais. Inclui a Linhagem 3, as estirpes de H. seropedicae Smr1 e AV 
14040, H. frisingense AV 14559 e H. rubrisubalbicans.   
- grupo 2: reações positivas para redução do nitrato a nitrito, ONPG, 
crescimento em caldo nutriente com 3% de NaCl e negativa para arginina 
dihidrolase; contém apenas a Linhagem 2. 
- grupo 3: reações positivas apenas para ONPG. Inclui a Linhagem 1, H. 
huttiense AV 11883 e H. putei AV 13384, ambos isolados humanos. 
- grupo 4: reação positiva apenas para ONPG e arginina. Contém os isolados 




- grupo 5: reações positivas para redução do nitrato a nitrito, ONPG e arginina 
dihidrolase; contém apenas a estirpe Z67 de H. seropedicae. 
- grupo 6: reações positivas para redução do nitrato a nitrito, ONPG, arginina e 
crescimento em caldo nutriente contendo 3% de NaCl; contém apenas a estirpe 
GSF-30 de H. frisingense. 
- grupo 7: negativo para todas as provas acima, contém a espécie H. hiltineri. 




5.1.2 Teste microbiológico comercial Biolog® 
 
 
 Frente à necessidade de um maior número de provas bioquímicas para 
a diferenciação das estirpes foi utilizado um sistema comercial (Biolog®), que 
contém 95 substratos, para a melhor caracterização dessas bactérias. Foram 
utilizadas as microplacas “GN2 Gram negative identification test panel” Biolog® 
para a análise de todas as estirpes isoladas de humanos e as ambientais H. 
seropedicae Smr1, H. huttiense e H. putei. Os resultados encontram-se 
descritos na tabela abaixo (Tabela 3). 
 
 
TABELA 3 - REAÇÕES OBSERVADAS PARA AS ESTIRPES DE 





















































































































































































α-ciclodextrina N N N N N N N N N N 
Dextrina F F F N F N F N F F 
Glicogênio N N N N N N N N N N 
Tween 40 F F F F F N F N F F 
Tween 80 F F F F F F F F F F 
N-acetil-D-galactosamina N N N N N N N N N N 
N-acetil-D-glucosamina P F P F P F P P P F 
Adonitol P P P F P P P P P N 




TABELA 3 - REAÇÕES OBSERVADAS PARA AS ESTIRPES DE 





















































































































































































L-Arabinose P P P F P P P P P P 
D-Arabitol P P P P P P P P P P 
D-Celobiose N N N N N N N N N N 
i-Eritritol P P N P P P P N N N 
D-Frutose P F P F P P P P P F 
L-Fucose P P P P P P P P P P 
D-Galactose P P P P P P P P P P 
Gentiobiose N N N N N N N N N N 
D-Glucose P P P P P P P P P P 
m-Inositol P P N N N N N P P N 
D-Lactose N N N N N N N N N N 
Lactulose N N P F P N P N N N 
Maltose N N N N N N N N N N 
D-Manitol P P P P P P P P P P 
D-Manose P P P F P P P P P P 
D-Melibiose N N N N N N N N N N 
Β-Metil-D-Glucoside N N N N N N N N N N 
D-Psicose N N N N N N N N N N 
D-Rafinose N N N N N N N N N N 
L-Ramnose N P N N N N N P P N 
D-sorbitol P P P P P P P P P P 
Sacarose N N N N N N N N N N 
D-Trealose N N N N N N N N N N 
Turanose N N N N N N N N N N 
Xilitol P P P P P P P P P P 
Metil piruvato P P P P P P P P P P 
Mono Metil Succinato P P F F P F F P P P 
Ácido acético  P P F F P F P P P P 
Ácido cis-aconítico P P P P P P P P P P 
Ácido cítrico P P P P P P P P P P 
Ácido fórmico P P P F P F P P P P 
Ácido D-galactonico 
lactona P 
F F F F F N F F F F 
Ácido D-galacturônico P P P P P P P P P P 
Ácido D-glucônico P P P P P P P P P P 
Ácido D-glucosaminico F F F N P N P F P F 
Ácido D-glucurônico P P P P P F F P P F 
Ácido α-hidroxibutírico F F F F F N F F F F 
Ácido β-hidroxibutírico P P P P P P P P P P 
Ácido γ-hidroxibutírico N N N N N N N N N N 
Ácido ρ-hidroxi-
fenilacético 
P P P P P P P F P P 
Ácido itaconico P P F N P F P F P P 
Ácido α-cetobutírico P P P F P F F F P F 
Ácido α-cetoglutárico  P P P P P P P P P P 
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Ácido α-cetovalérico N N N N N N N N N N 
Ácido α-D,L,lático P P P P P P P P P P 
Ácido malonico F F F F F N F F F F 
Ácido propiônico P P P F P F F P P P 
Ácido quínico P P P P P P P P P N 
Ácido D-sacarico P P P P P P P P P P 
Ácido sebacico N N N N N N N N N N 
Ácido succínico P P P P P P P P P P 
Ácido bromosuccínico P P P P P P P P P P 
Ácido succinamico P P P P P P P P P P 
Glucuronamida P P F F P F F P P N 
L-alaninamida F N F F F N F F P N 
D-alanina F P F F P N P F P P 
L-alanina P F F F F N P F F P 
L-alanil-glicina F N F F F N P N F N 
L-asparagina P P P P P P P P P P 
Ácido L-aspartico P P P P P P P P P P 
Ácido L-glutâmico P P P P P P P P P P 
Ácido glicil-L-aspartico N N N N F N N N N N 
Ácido glicil-L-glutamico N N N N N N N N N N 
L-histidina N N N N N N N N N N 
Hidroxi-L-prolina N N N N N N N N N N 
L-leucina F F F F F N P F F F 
L-ornitina N N N N N N N N N N 
L-fenilalanina N N N N N N N N N N 
L-prolina P P P P P P P P P P 
Ácido L-piroglutâmico P P P P P P P P P P 
D-serina F F N N F N N N F F 
L-serina F N F N F N F F F N 
L-treonina F F F F F N P F F N 
D,L-carnitina N N N N N N N N N N 
Ácido γ-aminobutírico P P P P P F P P P P 
Ácido urocanico N N N N N N N N N N 
Inosina N N N N N N N N N N 
Uridina N N N N N N N N N N 
Timidina N N N N N N N N N N 
Feniletil-amina N N N N N N N F N N 
Putrescina N N N N N N N N N N 
2-Aminoetanol P P P P P P P P P P 
2,3-Butanediol N N N N N N N N N N 
Glicerol P P P P P P P P P P 
D,L-α-glicerol fosfato F P F F F F F P P F 
Α-D-glucose-1-fosfato N N N N N N N N N N 
D-glucose-6-fosfato P F F N N N N P P N 
LEGENDA: F=fracamente positivo, N=negativo, P=positivo. 




 As microplacas Biolog contém 96 poços um dos quais é o branco e os 
outros 95 contém uma fonte de carbono diferente e um corante indicador redox, 
violeta de tetrazólio. Durante o processo de respiração celular ocorre a redução 
do tetrazólio a formazan resultando em uma coloração violeta que indica um 
teste positivo. Este sistema comercial para identificação bacteriana contém 
vários ensaios não contemplados nas análises microbiológicas realizadas na 
rotina dos laboratórios clínicos. 
 Entre as 10 estirpes analisadas todas apresentaram resultados 
similares em 70 testes, sendo 30 negativos e 40 positivos (Tabela 3). As 
reações variáveis entre as estirpes ocorreram para as fontes de carbono 
dextrina, tween 40, adonitol, eritritol, m-inositol, lactulose, ramnose, ácido D-
galactonico lactona P, ácido D-glucosaminico, Ácido α-hidroxibutírico, Ácido 
itaconico, Ácido malonico, Ácido quínico, Glucuronamida, L-alaninamida, D-
alanina, L-alanina, L-alanil-glicina, Ácido glicil-L-aspartico, D-serina, L-serina, L-
treonina, Feniletil-amina, e glucose-6-fosfato. Excluindo-se os testes variáveis 
que apresentaram resultados fracamente positivos entre as estirpes, a reações 
apresentadas frente aos substratos eritritol, m-inositol, ramnose e Ácido quínico 
podem ser utilizados para agrupar as dez estirpes em 6 classes: 
- 1: positivo para todas as provas citadas acima, contém a Linhagem 2. 
- 2: negativo para todas as provas acima, contém a estirpe H. frisingense AV 
14559. 
- 3: positivo para todas as provas, exceto o eritritol. Contém as estirpes de      
H. seropedicae Smr1 e AV 14040. 
- 4: positivo para o eritritol e ácido quínico: As estirpes de H. huttiense IAM 
14941 e AV 11883 e as estirpes de H. putei IAM 15032 e AV 13384. 
- 5: positivo apenas para o ácido quínico: A Linhagem 1 
- 6: negativo apenas para ramnose: Padrão observado para a Linhagem 3. 
 
 
5.1.3. Ensaio da Nitrogenase 
 
 
 Apenas as sete estirpes isoladas de amostras clínicas foram 




origem ambiental foram previamente estudadas (BALDANI et al., 1986; 
BALDANI et al., 1996; KIRCHHOF et al., 2001; VALVERDE et al., 2003).  
 A estirpe ambiental Smr1 foi utilizada como controle positivo, e 
demonstrou capacidade de reduzir o acetileno à etileno (12,0 m.mol de etileno 
min-1 mg de proteína -1, SD= 0,74 de três ensaios). Entretanto não foi 
observada atividade de nitrogenase em nenhuma das estirpes isoladas de 
amostras clínicas nas condições de ensaio utilizadas sugerindo que não são 
capazes de fixar nitrogênio.  
 
 
5.2. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 
 
 
5.2.1 Sequenciamento do gene gyrB de isolados humanos de Herbaspirillum 
 
 
 Os resultados do sequenciamento parcial dos genes gyrB dos isolados 
humanos de Herbaspirillum sp estão mostrados na tabela 4 e figura 1.   
 
TABELA 4 - SEQUÊNCIAS DISPONÍVEIS NO GENBANK QUE PRODUZIRAM 
ALINHAMENTOS SIGNIFICATIVOS COM AS SEQUÊNCIAS DOS 
AMPLICONS DE Herbaspirillum spp. Continua. 
 






Herbaspirillum seropedicae Smr1, 
genoma completo-gene: subunidade B 
DNA girase (número de acesso 
CP002039.1). 
 
525 4e-127 94% 
Herbaspirillum seropedicae gene gyrB 
para subunidade β DNA girase, 
topoisomerase tipo II, atividade ATPase, 
proteína (número de acesso 
AM490563.1). 
 
462 4e-127 94% 
Herbaspirillum huttiense estirpe CIP 
103296. Subunidade β do gene da DNA 
girase (gyrB), parcial cds (número de 
acesso EU024189.1). 
 




TABELA 4 - SEQUÊNCIAS DISPONÍVEIS NO GENBANK QUE PRODUZIRAM 
ALINHAMENTOS SIGNIFICATIVOS COM AS SEQUÊNCIAS DOS 
AMPLICONS DE Herbaspirillum spp. Continua. 
 





Herbaspirillum seropedicae Smr1, 
genoma completo-gene: subunidade B 
DNA girase (número de acesso 
CP002039.1). 
 
518 6e-125 94% 
Herbaspirillum seropedicae gene gyrB 
para subunidade β DNA girase, 
topoisomerase tipo II, atividade ATPase, 
proteína (número de acesso 
AM490563.1). 
 
455 6e-125 94% 
Herbaspirillum huttiense estirpe CIP 
103296. Subunidade β do gene da DNA 
girase (gyrB), parcial cds (número de 
acesso EU024189.1). 
 
423 4e-115 93% 
H. putei 
(AV13384) 
Herbaspirillum seropedicae Smr1, 
genoma completo-gene: subunidade B 
DNA girase (número de acesso 
CP002039.1). 
 
525 4e-127 94% 
Herbaspirillum seropedicae gene gyrB 
para subunidade β DNA girase, 
topoisomerase tipo II, atividade ATPase, 
proteína (número de acesso 
AM490563.1). 
 
462 4e-127 94% 
Herbaspirillum huttiense estirpe CIP 
103296. Subunidade β do gene da DNA 
girase (gyrB), parcial cds (número de 
acesso EU024189.1). 




Herbaspirillum seropedicae Smr1, 
genoma completo-gene: subunidade B 
DNA girase (número de acesso 
CP002039.1). 
 
606 2e-150 100% 
 Herbaspirillum seropedicae gene gyrB 
para subunidade β DNA girase, 
topoisomerase tipo II, atividade ATPase, 
proteína (número de acesso 
AM490563.1). 
 
540 2e-150 100% 
 Herbaspirillum huttiense estirpe CIP 
103296. Subunidade β do gene da DNA 
girase (gyrB), parcial cds (número de 
acesso EU024189.1). 
 




TABELA 4 - SEQUÊNCIAS DISPONÍVEIS NO GENBANK QUE PRODUZIRAM 
ALINHAMENTOS SIGNIFICATIVOS COM AS SEQUÊNCIAS DOS 
AMPLICONS DE Herbaspirillum spp. Conclusão. 
 






Herbaspirillum seropedicae Smr1, 
genoma completo-gene: subunidade B 
DNA girase (número de acesso 
CP002039.1). 
 
601 8e-149 99% 
 Herbaspirillum seropedicae gene gyrB 
para subunidade β DNA girase, 
topoisomerase tipo II, atividade ATPase, 
proteína (número de acesso 
AM490563.1). 
 
535 8e-149 99% 
 Herbaspirillum huttiense estirpe CIP 
103296. Subunidade β do gene da DNA 
girase (gyrB), parcial cds (número de 
acesso EU024189.1). 
 




Herbaspirillum seropedicae Smr1, 
genoma completo-gene: subunidade B 
DNA girase (número de acesso 
CP002039.1). 
559 5e-126 96% 
 Herbaspirillum seropedicae gene gyrB 
para subunidade β DNA girase, 
topoisomerase tipo II, atividade ATPase, 
proteína (número de acesso 
AM490563.1). 
 
459 5e-126 93% 
 Herbaspirillum huttiense estirpe CIP 
103296. Subunidade β do gene da DNA 
girase (gyrB), parcial cds (número de 
acesso EU024189.1). 




Herbaspirillum seropedicae Smr1, 
genoma completo-gene: subunidade B 
DNA girase (número de acesso 
CP002039.1). 
 
564 2e-124 93% 
 Herbaspirillum seropedicae gene gyrB 
para subunidade β DNA girase, 
topoisomerase tipo II, atividade ATPase, 
proteína (número de acesso 
AM490563.1). 
 
453 2e-124 93% 
 Herbaspirillum huttiense estirpe CIP 
103296. Subunidade β do gene da DNA 
girase (gyrB), parcial cds (número de 
acesso EU024189.1). 
 
387 3e-104 90% 





14040           TCGTCATGACCGAACTGCACGCCGGCGGCAAGTTCGACCAGAACTCCTACAAGGTCTCCG 60 
13965           TCGTCATGACCGAACTGCACGCCGGCGGCAAGTTCGACCAGAACTCCTACAAGGTCTCCG 60 
Smr1            TCGTCATGACCGAACTGCACGCCGGCGGCAAGTTCGACCAGAACTCCTACAAGGTCTCCG 60 
14559           TCGTGATGACCGAGCTGCACGCCGGCGGCAAGTTCGACCAGAACTCCTACAAGGTCTCCG 60 
3926            TCGTGATGACCGAACTGCACGCCGGCGGCAAGTTCGACCAGAACTCCTACAAGGTCTCCG 60 
11883           TCGTGATGACCGAACTGCACGCCGGCGGCAAGTTCGACCAGAACTCCTACAAGGTCTCCG 60 
13384           TCGTGATGACCGAACTGCACGCCGGCGGCAAGTTCGACCAGAACTCCTACAAGGTCTCCG 60 
14775           TCGTGATGACCGAACTGCACGCCGGCGGCAAGTTCGACCAGAACTCCTACAAGGTCTCCG 60 
                **** ******** ********************************************** 
 
14040           GCGGCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAACGCACTGTCGAAGAAACTGAAGCTCA 120 
13965           GCGGCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAACGCACTGTCGAAGAAACTGAAGCTCA 120 
Smr1            GCGGCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAACGCACTGTCGAAGAAACTGAAGCTCA 120 
14559           GCGGCCTGCACGGCGTGGGTGTGTCCTGCGTGAACGCACTGTCGAAGAAACTGAAGCTGA 120 
3926            GCGGCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAATGCACTGTCGAAGAAGTTGAAGCTGA 120 
11883           GCGGCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAATGCACTGTCGAAGAAGTTGAAGCTGA 120 
13384           GCGGCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAATGCCCTGTCGAAGAAGTTGAAGCTGA 120 
14775           GCGGCCTGCACGGCGTGGGCGTGTCCTGCGTGAATGCGCTGTCCAAGAAGCTGAAGCTCA 120 
                ******************* ************** ** ***** *****  ******* * 
 
14040           CCATCCGCCGCGACGGCAAGGTGCACGCCATGGAATTTGCCAAGGGCATCGTGCAGAATC 180 
13965           CCATCCGCCGCGACGGCAAGGTGCACGCCATGGAATTTGCCAAGGGCATCGTGCAGAACC 180 
Smr1            CCATCCGCCGCGACGGCAAGGTGCACGCCATGGAATTTGCCAAGGGCATCGTGCAGAACC 180 
14559           CCATCCGCCGCGACGGCAAGCACTACGCCATGGAATTCGCCAAGGGCATCGTCCAGAACC 180 
3926            CCATCCGCCGCGACGGCAAGGTCCACGCAATGGAATTTGCCAAGGGCATCGTGCAGAACC 180 
11883           CCATCCGCCGCGACGGCAAGGTCCACGCAATGGAATTTGCCAAGGGCATCGTGCAGAACC 180 
13384           CCATCCGCCGCGACGGCAAGGTCCACGCGATGGAATTCGCCAAGGGCATCGTGCAGAACC 180 
14775           CCATCCGCCGCGACGGCAAGGTCCACGCGATGGAGTTCGCCAAAGGCATCGTGCAGAACC 180 
                ********************    **** ***** ** ***** ******** ***** * 
 
14040           GCGAACTGGAGATGGTCGACGGCGTGCAGGTCTCGCCCATCAAGGTCATCGGCGAATCCG 240 
13965           GCGAACTGGAGATGGTCGACGGCGTGCAGGTCTCGCCCATCAAGGTCATCGGCGAATCCG 240 
Smr1            GCGAACTGGAGATGGTCGACGGCGTGCAGGTCTCGCCCATCAAGGTCATCGGCGAATCCG 240 
14559           GCGAACTGGAAATGATCGATGGCGTGCAGGTCTCGCCCATCAAGGTCGTGGGCGAATCCG 240 
3926            GCGAGCTGGAGATGGTGGATGGCGTGCAGGTCTCCCCGATCAAGGTCGTGGGTGAATCCG 240 
11883           GCGAGCTGGAGATGGTGGATGGCGTGCAGGTCTCCCCGATCAAGGTCGTGGGTGAATCCG 240 
13384           GCGAACTGGAGATGGTGGATGGCGTGCAGGTCTCGCCGATCAAGGTCGTGGGTGAATCCG 239 
14775           GCGAACTGGAGATGATCGATGGCGTGCAGGTCTCCCCGATCAAGGTCGTGGGCGAGTCCG 240 
                **** ***** *** * ** ************** ** ********* * ** ** **** 
 
14040           ACAAGCGCGGCACCGAAGTGCACTTCTGGGCCGACGAAGAGATCTTCACCCACGTCGAA 299 
13965           ACAAGCGCGGCACCGAAGTGCACTTCTGGGCCGACGAAGAGATCTTCACCCACGTCGAA 299 
Smr1            ACAAGCGCGGCACCGAAGTGCACTTCTGGGCCGACGAAGAGATCTTCACCCACGTCGAA 299 
14559           ACAAGCGCGGCACCGAAGTCCACTTCTGGGCCGATGAAGAAATCTTCACCCACGTCGAA 299 
3926            ACAAGCGCGGCACCGAAGTCCACTTCTGGGCCGACGAAGAAATCTTCACCCACGTCGAA 299 
11883           ACAAGCGCGGCACCGAAGTCCACTTCTGGGCCGACGAAGAAATCTTCACCCACGTTCAA 299 
13384           ACAAGCGCGGCACCGAAGTCCACTTCTGGGCCGACGAAGAAATCTTCACCCACGTCGAA 299 
14775           ACAAGCGCGGCACCGAAGTCCACTTCTGGGCCGACGAAGAAATCTTCACCCACGTCGAA 299 
                ******************* ************** ***** **************  ** 
  
FIGURA 1: ALINHAMENTO DAS SEQUÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DOS AMPLICONS 
DAS ESTIRPES DE Herbaspirillum ISOLADAS DE HUMANOS COM A SEQUÊNCIA 
CORRESPONDENTE DA ESTIRPE DE H. seropedicae Smr1 DISPONÍVEL NO GENBANK 
(NÚMERO DE ACESSO CP002039.1). Os asteriscos indicam posições com nucleotídeos 
idênticos. 
 
FONTE: O AUTOR, 2011 
 
 Os genes gyrB dos isolados clínicos de Herbaspirillum sp foram 
parcialmente seqüenciados, em ambos os sentidos, produzindo um fragmento 
de 299 pb. A tabela 4 indica três resultados da análise com o programa BLAST 
para os quais foram observados maiores valores de identidade. Para as 




subunidade B da DNA girase de H. seropedicae Smr1 (genoma completo), com 
valores variando de 93% a 100%. O alinhamento dessas sequências está 
representado na figura 1.  
 Alinhamentos significativos, porém com valores de score inferiores, 
foram observados para H. huttiense CPI103296. Também foi encontrada 
homologia com a subunidade B da DNA girase de outras bactérias incluindo 
Duganellas sp., Ralstonia sp. Burkholderia sp. entretanto a identidade foi 
inferior as descritas para os alinhamentos com Herbaspirillum, em torno de 
80% ou inferior a esta. 
 
 
5.2.3 Espectrometria de massa MALDI-TOF  
 
 
 A análises de MALDI-TOF foram realizadas com as 15 estirpes de 
Herbaspirillum cultivadas em meio TSA. Os resultados estão indicados na 


































































































































































































































































































3111.08 3110.5 3111.6   3111.08 3111.23 3111.34 3110.98   3111.15 3110.68 3110.72 3110.5 3111.51 3110.89 3111.19 3111.18 3111.6 
3117.29 3117.17 3117.41          3117.17 3117.41          
3348.85 3348.25 3349.32   3348.99 3348.82 3349.16 3348.25 3348.64 3349.32 3348.52 3348.66 3348.88 3348.55 3349.11 3348.94 3348.73 3349.02 3349.14 
3558.16 3558.09 3558.24          3558.09 3558.24          
3610.91 3608.09 3611.34   3611.26 3611.2 3611.21 3610.53   3608.09 3611.23 3611 3611.24 3610.99 3611.34 3611 3611.21 3611.17 3611.33 
3643.77 3638.09 3644.78 3638.09 3644.14 3644.69 3644.7 3643.46    3643.97 3643.99 3643.93 3644.04 3644.32 3643.99 3644.24 3644.49 3644.78 
3707.78 3707.32 3708.33   3707.76 3707.66 3708.1      3707.5    3707.32   3708.33 
4161.83 4161.83 4161.83         4161.83             
4172.36 4172.16 4172.56          4172.16 4172.56          
4201.65 4201.2 4202.16   4201.69 4201.93 4201.6 4201.2    4201.62 4201.55 4201.58 4201.32 4201.93 4201.54 4201.62  4202.16 
4209.43 4209.33 4209.52          4209.52 4209.33          
4314.9 4311.82 4318.78     4311.82   4317.99    4312.71 4312.22  4312.19 4318.78 4318.59    
4332.78 4332.26 4333.34   4332.72 4332.97 4332.95  4332.26 4333.34 4332.65 4332.64 4332.82 4332.3   4332.98 4332.75 4332.97 
4365.19 4365.19 4365.19 4365.19                    
4559.5 4559.5 4559.5                  4559.5    
4567.44 4567.44 4567.44             4567.44         
4593.38 4592.39 4594.92   4593.38 4593.35   4592.39    4593.13 4593.33 4593.5 4592.62 4594.92 4594.72 4592.49  4593.39 
4605.84 4605.52 4606.16             4606.16  4605.52 4605.83      
4613.72 4612.76 4614.3 4612.76          4614.11      4614.3    
4633.78 4633.78 4633.78             4633.78         
4653.97 4653.75 4654.27     4653.9              4654.27 4653.75 
4681.91 4681.81 4682.01     4681.81              4682.01 4681.91 
4767.88 4767.88 4767.88 4767.88                    
4944.34 4943.4 4948.69     4944.16 4944.23 4943.4   4948.69 4944 4943.72  4943.82 4943.58 4943.43    
4963 4961.17 4967.26     4961.59 4961.88  4966.61 4967.26  4961.31  4961.18  4961.17    
4983.92 4983.34 4984.31       4984.31     4984.14 4983.89  4983.65 4984.19 4983.34    
































































































































































































































































































5036.6 5036.6 5036.6 5036.6     5036.6           
5044.62 5044.62 5044.62              5044.62    
5052.87 5052.87 5052.87      5052.87           
5064.11 5064.11 5064.11            5064.11     
5095.22 5094.35 5096.08 5096.08     5094.35           
5152.11 5151.42 5152.69  5152.69 5151.6 5152.48 5151.73  5152.19 5151.77 5151.96 5152.52 5152.17 5152.13 5151.42 5152.46 5152.24 5152.16 
5193.61 5193.1 5194.05  5193.83 5193.75 5193.94 5193.1  5193.64 5193.42 5193.57 5193.63 5193.36 5193.61 5193.36 5193.61 5193.71 5194.05 
5220.05 5219.63 5220.46              5220.46 5219.63  
5233.35 5233.35 5233.35   5233.35              
5240.32 5240.32 5240.32           5240.32      
5245.8 5245.8 5245.8        5245.8         
5380.57 5380.57 5380.57 5380.57                
6184.88 6184.56 6185.24            6184.85  6184.56 6185.24  
6225.93 6225.38 6226.44  6226.19 6226.02 6226.3 6225.38   6225.78 6225.94 6225.94 6225.62 6225.93 6225.72 6225.81 6226.01 6226.44 
6238.01 6237.8 6238.21      6237.8 6238.21          
6252.88 6252.32 6253.44 6253.44             6252.32   
6313.7 6313.7 6313.7 6313.7                
6384.36 6384.36 6384.36 6384.36                
6409.15 6409.15 6409.15 6409.15                
6660.99 6659.69 6662.06     6659.69   6660.74  6661.37  6661.56 6660.55 6660.73 6661.21 6662.06 
6701.54 6700.86 6702.03  6701.74 6701.74 6701.94 6700.86 6701.38 6701.87 6701.36 6701.48 6701.48 6701.26 6701.54 6701.4 6701.42 6701.63 6702.03 
7119.55 7119.34 7119.76      7119.34 7119.76          
7149.95 7149.55 7150.35      7149.55 7150.35          
7157.13 7157.13 7157.13 7157.13                
7181.49 7176.96 7184.9 7180.91 7183.21     7176.96      7184.9    
7208.02 7208.02 7208.02      7208.02           
7219.36 7219.36 7219.36       7219.36          

































































































































































































































































































7249.63 7249.06 7250.4  7250.4 7249.77 7249.8 7249.55   7249.23 7249.36 7249.06 7249.15 7249.53 7250.14 7250.17 7249.21 7249.77 
7270.26 7270.26 7270.26 7270.26                
7292.07 7291.47 7292.68  7292.26 7292.19 7292.68 7291.47   7291.85 7291.98 7291.88 7291.69 7292.14 7291.98 7291.99 7292.25 7292.6 
7299.58 7299.42 7299.74      7299.42 7299.74          
7315.02 7314.76 7315.27            7314.76 7315.27    
7328.65 7327.95 7329.83 7329.02    7327.95   7329.83 7328.18  7328.29      
7386.03 7386.03 7386.03 7386.03                
7992.9 7992.9 7992.9         7992.9        
8137.52 8137.52 8137.52            8137.52     
8166.05 8166.05 8166.05             8166.05    
8364.95 8364.95 8364.95             8364.95    
8406.56 8405.91 8407.15  8406.85 8406.78 8406.95 8405.91   8406.34 8406.5 8406.45 8406.28 8406.67 8406.56 8406.32  8407.15 
8420.53 8420.14 8420.92      8420.14 8420.92          
8626.56 8626.56 8626.56             8626.56    
8870.09 8870.09 8870.09 8870.09                
8891.1 8891.1 8891.1 8891.1                
9057.27 9057.27 9057.27 9057.27                
9123.04 9122.7 9123.38            9122.7 9123.38    
9139.13 9138.72 9139.54        9138.72       9139.54  
9173.88 9173.73 9174.03            9174.03 9173.73    
9189.01 9184.63 9189.86 9184.63 9189.72 9189.53  9188.64   9189.53 9189.45 9189.31 9189.35 9189.86 9189.67 9188.79 9188.99 9189.66 
9219.56 9219.56 9219.56 9219.56                
9231.41 9231.41 9231.41       9231.41          
9245.97 9245.97 9245.97      9245.97           
9264.58 9264.58 9264.58 9264.58                
9528.83 9528.83 9528.83 9528.83                
































































































































































































































































































9891.89 9891.17 9893.29   9892.18 9893.29 9891.17   9891.73 9891.86 9891.28 9891.67 9891.88 9892.11 9891.72 9891.95  
9899.91 9899.91 9899.91       9899.91          
9926.02 9925.52 9926.81  9925.64  9926.33    9925.77 9925.87  9925.52 9926.81 9926.18    
9938.08 9937.76 9938.4      9938.4 9937.76          
9971.02 9970.21 9971.43  9971.43  9971.18    9970.92 9970.93 9970.96 9970.21 9971.18 9971.34    
10028.3 10027.3 10029.3   10028.6  10027.3 10028.4 10028.5       10027.8 10028.2 10029.3 
10097.9 10097.5 10098.2 10098.2           10097.5     
10130.8 10130.5 10131.1 10130.5           10131.1     
10292 10292 10292 10292                
10483.9 10483.9 10483.9           10483.9      
12757.6 12757.6 12757.6 12757.6                
15300.1 15300.1 15300.1 15300.1                
15390.7 15390.7 15390.7 15390.7                
 
*dados do ensaio realizado em 16/06/2011. 























































4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
m/z  
FIGURA 2: ESPECTRO DE MASSA DAS ESTIRPES DE H. seropedicae Z67, 
Smr1 e AV 14040. 




















































4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
m/z  
FIGURA 3: ESPECTRO DE MASSA DAS ESTIRPES H.putei IAM 15032, AV 
13384, e H. lusitanum P6-12. 





















































4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
m/z  
FIGURA 4: ESPECTRO DE MASSA DAS ESTIRPES H. huttiense IAM 14941,  
AV 11883 e H. rubrisulbalbicans M4 





















































4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
m/z  
FIGURA 5: ESPECTRO DE MASSA DAS ESTIRPES H. frisingense GSF-30, 
AV 14559 e H. hiltneri  




















































4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
m/z  
FIGURA 6: ESPECTRO DE MASSAS DAS ESTIRPES Herbaspirillum linhagem 
1 (AV 14775), Herbaspirillum linhagem 2 (AV 13965) e Herbaspirillum linhagem 
3 (AV 3926). 





 Uma série de picos compreendidos entre 3111,08 a 15390,7 foi 
observada nas estirpes de Herbaspirillum sp (tabela 5 e figuras 2 a 6). 
  
 
FIGURA 7: DENDROGRAMA GERADO COM OS RESULTADOS DE MALDI-
TOF DAS ESTIRPES DE Herbaspirillum spp. ESTIRPES: HILTI: H. hiltneri, P6-
12: H. lusitanum, AV 13384: H. putei, Smr1: H. seropedicae, AV 14040: H. 
seropedicae, Z67: H. seropedicae, IAM 15032: H. putei, IAM 14941: H. 
huttiense, AV 14775: H. linhagem 1, AV 11883: H. huttiense, AV 3926: H. 
linhagem 3, M4: H. rubrisulbalbicans, AV 13965: H. linhagem 2, AV 14559: H. 
frisingense, GSF-30: H. frisingense. 
 
FONTE: O AUTOR, 2011. 
 
 O dendrograma gerado pelo programa Speclust com base nas análises 
de MALDI-TOF MS (tabela 5 e figuras 2 a 6), mostra que as estirpes de 
Herbaspirillum sp podem ser distinguidas de E. coli e entre si ao nível de 




5.3 ENSAIOS BIOLÓGICOS “IN VITRO” 
 
 
5.3.1 Ensaio de adesão celular utilizando células HeLa 
 
 
 Os ensaios de adesão mostraram que todas as 15 estirpes de 
Herbaspirillum sp apresentaram a capacidade de aderir em células HeLa, como 








FIGURA 8: ENSAIO DE ADESÃO PARA AS ESTIRPES Herbaspirillum linhagem 3 (AV 3926), H. huttiense (AV 11883); H. putei 
(AV 13384). FONTE: O AUTOR, 2011. 
Legenda: 
A= Herbaspirillum linhagem 3 (AV 3926) 
B= H. huttiense (AV 11883) 









FIGURA 9: ENSAIO DE ADESÃO PARA AS ESTIRPES Herbaspirillum linhagem 2 (AV 13965), H.seropedicae (AV 14040), H. 
frisingense (AV 14559). FONTE: O AUTOR, 2011 
Legenda: 
A= Herbaspirillum linhagem 2  (AV 13965) 
B= H. seropedicae (AV 14040) 









FIGURA 10: ENSAIO DE ADESÃO PARA AS ESTIRPES H. frisingense (AV 14559) e Herbaspirillum linhagem 1 (AV 14775). 
FONTE: O AUTOR, 2011 
Legenda: 
A= H. frisingense (AV 14559) 
B= Herbaspirillum linhagem 1 (AV 14775) 









FIGURA 11: ENSAIO DE ADESÃO PARA AS ESTIRPES H. frisingense (GSF-30) e H. hiltneri.  
FONTE: O AUTOR, 2011. 
Legenda: 
A= H. frisingense (GSF-30) 
B= H. hiltneri 







FIGURA 12: ENSAIO DE ADESÃO PARA AS ESTIRPES H. putei (IAM 15032) e H. lusitanum (P6-12).  
FONTE: O AUTOR, 2011. 
Legenda: 
A= H. putei (IAM 15032) 
B= H. putei (IAM 15032) 







FIGURA 13: ENSAIO DE ADESÃO PARA AS ESTIRPES H. rubrisulbalbicans (M4) e H. seropedicae (Smr1). 
FONTE: O AUTOR, 2011. 
Legenda: 
A= H. rubrisulbalbicans (M4) 
B= H. rubrisulbalbicans (M4) 






FIGURA 14: ENSAIO DE ADESÃO PARA AS ESTIRPES H. seropedicae (Smr1) e H. seropedicae (Z67). 
FONTE: O AUTOR, 2011.
Legenda: 
A= H. seropedicae (Smr1) 




  Para várias estirpes (H. huttiense AV 11883, figura 8B; Herbaspirillum 
linhagens 1 e 2, figuras 9A e 10B respectivamente; H. hiltineri, figuras 11B e C; 
H. putei IAM 15032 figura 12B; e H. seropedicae Smr1 e Z67, figuras 14 A e B) 
foi observado pleomorfismo. Foram observadas bactérias com morfologia 
característica de bacilos, bacilos curvos, além de estruturas filamentosas, 
espiraladas, em “S” ou “asa de gaivota”.  
 
 




 Após 6, 18 e 24 horas de contato das células Vero com as estirpes de 
Herbaspirillum a concentração de formazan, que pode ser utilizada para medir 
indiretamente a viabilidade celular, foi determinada. Os resultados estão 




FIGURA 15: ENSAIO PARA AVALIAR O POTENCIAL DE CITOTOXIDADE DE 
ESTIRPES DE Herbaspirillum SOBRE CÉLULAS Vero. A presença de células viáveis 
é inferida pela metabolização do MTT gerando formazan que é quantificado por 
espectrofotometria em 570 nm. As barras indicam o desvio padrão. 






 Não foi observada nenhuma diferença estatística na metabolização do 
MTT entre as células tratadas e as células controle. Isso significa que, nas 
condições e tempos utilizados para o ensaio, as estirpes de Herbaspirillum 
analisadas não apresentaram atividade citotóxica para a linhagem celular Vero 
utilizada.  
 A análise microscópica das células Vero após 6, 18 e 24 horas de 
contato com Herbaspirillum não mostrou alterações morfológicas em relação as 
células controle (incubadas apenas com TSB), demonstrando, assim como 
observado para o ensaio de MTT, que não houve indução de citotoxicidade nas 
condições e tempos utilizados para o ensaio. 
 
 
5.3.3 Verificação da produção de hemolisina 
 
 
 Os resultados obtidos no ensaio para verificar atividade hemolítica de 
estirpes de Herbaspirillum (figuras 16 e 17), indicam que nenhuma das estirpes 
testadas foi capaz de induzir hemólise significativa em eritrócitos humanos 
frescos do tipo “O” e Rh positivo, incubados com culturas bacterianas em 







FIGURA 16: ENSAIO DE HEMÓLISE REALIZADO COM ESTIRPES DE 
Herbaspirillum.  A figura indica poços de placas de microtitulação contendo os 
sobrenadantes das misturas de eritrócitos humanos com Herbaspirilum spp 
após 2 horas de incubação. Os números 6, 18 e 24 indicam os tempos nos 
quais alíquotas de cultivos de Herbaspirillum foram coletadas para a realização 
do ensaio. Ctrl-: sobrenadante da incubação de eritrócitos com meio de cultivo 
bacteriano (TSB) apenas. Ctrl+: sobrenadante da incubação dos eritrócitos com 
meio de cultivo bacteriano (TSB) e 0,1% de Triton X-100. 









FIGURA 17: ENSAIO DE HEMÓLISE REALIZADO COM ESTIRPES DE 
Herbaspirillum.  O gráfico mostra leituras de absorbância em 550 nm do 
sobrenadante da reação. As barras indicam o desvio padrão. 
FONTE: O AUTOR, 2011. 
 
 A análise visual das placas contendo os sobrenadantes das reações 
(figura 15) indica ausência de atividade hemolítica nas estirpes de 
Herbaspirillum sp uma vez que o aspecto é similar ao do controle negativo. 
















As bactérias analisadas neste trabalho incluem quinze estirpes de 
Herbaspirillum das quais oito, H. seropedicae estirpes Z67 e Smr1, H. 
rubrisulbalbicans M4, H. putei IAM 15032, H. lusitanum P6-12, H. huttiense IAM 
14941, H. hiltneri e H. frisingense GSF-30, são isolados ambientais. Com 
exceção de H. hiltneri, H. huttiense e H. putei as demais são diazotróficas. As 
outras sete estirpes, H. frisingense AV 14559, H. huttiense AV 11883, H. putei 
AV 13384, H. seropedicae AV 14040, Herbaspirillum linhagem 1 AV 14775, 
Herbaspirillum linhagem 2 AV 13965 e Herbaspirillum linhagem 3 AV 3926, 
foram isoladas de amostras clínicas de pacientes com fibrose cística. O 
sequenciamento do gene 16S rRNA destas bactérias indicou identidade 
superior a 95% com 16SrRNA de Herbaspirillum, a identificação até espécie foi 
feita quando a identidade foi 99,5% ou superior. Com base nessas análises 
foram identificadas as espécies citadas acima, mas não foi possível atribuir 
uma espécie para algumas daquelas estirpes, que parecem representar três 
linhagens distintas. Uma delas apresentou 99% de similaridade com H. 
huttiense e H. putei, as outras parecem representar novas espécies de 
Herbaspirillum (SPILKER et al., 2008). 
 
 
6.1 CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA 
 
 
O gênero Herbaspirillum foi proposto por Baldani e colaboradores 
(1986), que então descreveram a espécie H. seropedicae e a estirpe Z67 como 
a espécie tipo. As bactérias foram descritas como bacilos gram negativos 
vibrióides a espiralados, móveis; oxidase, catalase e urease positivos, e 
incapazes de fermentar açúcares. Ácidos orgânicos foram as fontes de carbono 
preferenciais, mas glucose, frutose, galactose, L-arabinose, manitol, sorbitol e 
glicerol também foram usados. Amido e gelatina não foram hidrolisados, e foi 
observada a capacidade de reduzir nitrato a nitrito, mas não a produção de gás 




 As bactérias analisadas neste trabalho, tanto as estirpes ambientais 
quanto as isoladas de humanos, foram caracterizadas como bacilos gram 
negativos, não fermentadores de glucose, oxidase positivos e móveis. 
Apresentaram metabolismo oxidativo, foram capazes de formar ácido a partir 
da glucose, mas essa foi uma característica variável para outros carboidratos. 
Foram capazes de utilizar a uréia e o citrato, mas não a gelatina (tabela 2), 
características estas similares às previamente descritas por Baldani e 
colaboradores (1986), para o gênero Herbaspirillum.  
Outras provas convencionais, realizadas no presente trabalho, com 
resultados positivos, e comuns a todas as estirpes analisadas, foram o 
crescimento em meio TGY entre 25 e 36°C, crescimento em ágar MacConkey, 
crescimento em caldo nutriente em concentrações de 0 à 2% de NaCl, 
oxidação do glicerol, manitol, arabinose e xilose. 
 Todas as estirpes foram negativas para a produção de H2S (TSI), 
redução do nitrato à gás, indol, esculina, fenilalanina desaminase, 
descarboxilação da lisina e ornitina, hidrólise da gelatina, crescimento em ágar 
SS e cetrimide, crescimento em caldo nutriente com ≥ 4% de NaCl, oxidação 
da sacarose e maltose (tabela 2).   
Dez dos substratos utilizados neste trabalho para verificação de 
utilização de fonte de carbono estavam representados nas placas Biolog® GN2 
e também nos ensaios convencionais, sendo eles: L-arabinose, D-frutose, D-
glucose, D-lactose, maltose, D-manitol, L-ramnose, sacarose, D-trealose e 
glicerol. Para os substratos maltose e sacarose foram obtidos resultados 
semelhantes (negativos) tanto nas provas convencionais quanto nas micro-
placas Biolog® (tabelas 2 e 3).  
Entretanto algumas diferenças entre os resultados dos dois sistemas 
foram observadas. A mais comum foi referente à variação na intensidade da 
resposta, ou seja: resultado fracamente positivo em um dos sistemas de 
identificação e positivo no outro. Isto pode ser devido aos diferentes 
indicadores utilizados nos dois sistemas e/ou ao tempo de incubação, sete dias 
para o sistema convencional e 48 horas para o Biolog. 
 Para o substrato L-ramnose diferenças foram observadas, repetidas 
vezes, entre os dois sistemas para a estirpe Smr1; o resultado foi negativo no 




2, e as estirpes Smr1 e 14040 de H. seropedicae apresentaram resultados 
positivos para ramnose no Biolog. No sistema convencional a estirpe 14040 
apresentou resultado positivo, enquanto a linhagem 2 um resultado fracamente 
positivo, o que poderia  sugerir que as condições para determinar a capacidade 
de utilizar a ramnose sejam favorecidas no Biolog.      
 Para a D-lactose o resultado da estirpe AV 14775 (linhagem 1) foi 
positivo no sistema convencional e negativo no Biolog, ao passo que para 
GSF-30 (H. frinsingense) o resultado foi fracamente positivo no sistema 
convencional e negativo pelo Biolog. Já para as estirpes IAM 14941, AV 11883, 
AV 13384, AV 14559, negativas para a D-lactose no sistema Biolog, não foi 
possível afirmar o resultado da prova no sistema convencional (tabelas 2 e 3). 
Isto foi devido ao fato de que o resultado observado não foi alcalino como 
ocorrido no tubo controle (sem lactose), tampouco houve uma reação ácida 
bem definida. Considerando que todas essas bactérias apresentaram 
resultados positivos para ONPG, e que mesmo as reações positivas e 
fracamente positivas para a lactose foram observadas apenas após o quinto 
dia de incubação, é possível que o transporte da lactose ocorra lentamente 
comprometendo esta análise.   
Para a D-trealose a estirpe AV 11883 apresentou resultado fracamente 
positivo no sistema convencional e negativo no Biolog (tabelas 2 e 3), o que 
pode ser devido às diferenças no tempo de incubação (sete dias para o 
sistema convencional e 48 horas para o Biolog). 
 Os sistemas convencionais de identificação são amplamente utilizados 
nos laboratórios clínicos, apresentam menor custo, mas são laboriosos e uma 
série de meios precisa ser inoculada. Além disso, a padronização inter-
laboratório é difícil, e para muitos microorganismos vários dias podem ser 
necessários para a identificação bacteriana (MACFADDIN, 2000; 
ASLANZADEH, 2006). É o caso do grupo dos BGN-NF, no qual está incluído o 
gênero Herbaspirillum. Para a identificação dessas bactérias vários testes 
devem ser incubados por até 7 dias para a interpretação dos resultados 
(SCHRECKENBERGER et al., 2007). 
 A necessidade de padronizar os ensaios bioquímicos e agilizar o 
processo de identificação bacteriana impulsionou o surgimento dos kits 




miniaturização de provas e permitem a inoculação simultânea de uma série de 
testes, reduzindo o tempo de trabalho (ASLANZADEH, 2006;             
JAMNNES e DE VOS, 2006).  
 Vários kits comerciais foram adaptados ou desenvolvidos para a 
identificação dos BGN-NF. São fáceis de usar, apresentam maior duração que 
os testes convencionais, e não requerem o preparo de meios de cultivo. A 
metodologia é padronizada e em geral fornece resultados acurados e 
reprodutíveis iguais ou melhores que os ensaios convencionais. Problemas 
inerentes ao uso de muitos dos kits comerciais atualmente disponíveis para a 
identificação dos não-fermentadores incluem a tendência dos organismos que 
apresentam reações bioquímicas fracas ou demoradas produzirem resultados 
falso-negativos; composição sub-ótima de muitos sistemas para o cultivo de 
certos não-fermentadores, e a inclusão de alguns testes diferenciais que 
podem não ser aplicáveis à identificação dos não-fermentadores. Enquanto os 
membros da família Enterobacteriaceae geralmente crescem rapidamente e 
mostram forte atividade enzimática sobre uma variedade de substratos que 
podem ser prontamente detectados nesses sistemas de identificação 
comerciais, a maioria das espécies dos não-fermentadores crescem mais 
lentamente e são relativamente inativos enzimaticamente. É necessário 
considerável experiência para interpretar reações fracas ou incompletas que 
podem ser encontradas nesses sistemas (WINN et al., 2006.)  
Enquanto que nos ensaios convencionais muitas das reações se 
baseiam no acúmulo de produtos do metabolismo que provocam a viragem de 
indicadores de pH (MACFADDIN, 2000), no sistema Biolog a interpretação das 
provas é baseada na redução do indicador violeta de tetrazólio (incolor) em um 
composto de coloração roxa, que indica a oxidação/utilização do substrato 
(MILLER e RHODEN, 1991; ASLANZADEH, 2006). Isto facilita a interpretação 
dos ensaios uma vez que o surgimento da coloração roxa indica um resultado 
positivo, enquanto que nos testes convencionais uma série de indicadores 
distintos é utilizada. Entretanto, a interpretação visual dos resultados 
fracamente positivos é difícil em ambos os sistemas.  
 Para H. seropedicae estirpes Z67, Smr1 e AV 14040, a maioria dos 
resultados dos ensaios microbiológicos convencionais foram similares àqueles 




foram encontradas. A reação da catalase foi variável entre as estirpes de H. 
seropedicae: negativa para Smr1 e fracamente positiva para Z67 e AV 14040. 
Outra diferença foi observada em relação ao crescimento a 42oC, que foi 
verificado para as estirpes Smr1 e o isolado humano AV 14040, ao passo que 
Z67 não foi capaz de crescer nessa temperatura. Este dado confirma os 
achados de Baldani e colaboradores (1986), que mostraram que a estirpe Z67 
cresce na faixa de 22 a 38°C, mas não a 40°C. Todas as estirpes de H. 
seropedicae foram capazes de crescer em 2% de NaCl, diferente do observado 
por Baldani e colaboradores. Esta diferença provavelmente se deve aos meios 
de cultura empregados para a realização dos ensaios: o NFb foi utilizado por 
Baldani e colaboradores, ao passo que o caldo nutriente, que apresenta uma 
composição mais rica, foi empregado neste trabalho. 
Uma diferença entre as três estirpes de H. seropedicae foi observada em 
relação ao teste da arginina dihidrolase: Z67 apresentou resultado positivo, 
diferente do que foi observado para as outras duas estirpes (tabela 2). Além 
disso, a estirpe AV 14040 isolada de humanos pode ser diferenciada das 
outras duas pela incapacidade de fixar nitrogênio.  
Em 1996 Baldani e colaboradores acrescentaram mais informações 
sobre H. seropedicae, além de descrever duas novas espécies do gênero: H. 
rubrisubalbicans e outra designada Herbaspirillum species 3, contendo 
principalmente estirpes de origem clínica. As três espécies foram diferenciadas 
com base nas características bioquímicas, hibridização DNA-DNA, e na 
incapacidade de fixar nitrogênio que distinguiu Herbaspirillum species 3 das 
demais. As estirpes diazotroficas puderam ser diferenciadas com base nas 
reações frente ao meso-eritritol e N-acetilglucosamina. As bactérias foram 
analisadas quanto às suas características bioquímicas utilizando o sistema 
comercial API, tiras API 50CH, 50A0 e 50AA. Todas as estirpes foram capazes 
de utilizar os seguintes substratos (estão indicados apenas os que também são 
representados no sistema Biolog): glicerol, L-arabinose, D-glucose, D-frutose, 
D-manose, manitol, sorbitol, xilitol, L-leucina, L-treonina, adonitol, D-galactose, 
L-fucose, D-arabitol, L-prolina e D-fucose. Apresentaram resultados negativos 
para maltose, celobiose, sacarose, trealose, rafinose, fenilalanina e L-histidina 
(BALDANI et al., 1996). Resultados similares foram observados para Smr1 e 




sistema Biolog. Para as provas eritritol, N-acetilglucosamina, L-ramnose e 
meso-inositol as respostas observadas foram iguais às descritas por Baldani e 
colaboradores (1996) para H. seropedicae Z67 (tabela 3).  
A espécie H. rubrisubalbicans foi analisada apenas através do sistema 
convencional, no qual foi possível observar reações positivas para o glicerol, L-
arabinose, D-xilose, D-glucose, D-frutose, manitol, e negativos para maltose, 
sacarose, trealose, ramnose e lactose, similar aos descritos por Baldani e 
colaboradores (1996). A bactéria apresentou reação da catalase negativa e foi 
capaz de crescer a 42oC (tabela 2).   
 Os resultados para a estirpe H. lusitanum, analisada apenas pelo 
sistema convencional (tabela 2) demonstram similaridade com os resultados 
em comum disponíveis em literatura. Uma única diferença foi observada em 
relação a prova de arginina dihidrolase, interpretada como fracamente positiva 
neste trabalho e negativa na literatura (VALVERDE et al., 2003). Isto é devido 
ao uso de sistemas distintos, o kit comercial API NE e o sistema convencional, 
que apresentam sensibilidades diferentes.  
Para as estirpes de H. frisingense foram obtidos resultados de catalase 
fracamente positivo e negativo respectivamente para as estirpes AV 14559 e 
GSF-30. Ambas as estirpes foram positivas para arabinose, frutose, D-glucose, 
glicerol, manitol, xilose e negativas para ramnose e para os dissacarídeos 
sacarose, trealose e maltose, assim como descreve a literatura acerca dos 
resultados fenotípicos para a espécie e da informação de que são incapazes de 
metabolizar di e tri-sacarídeos (KIRCHHOF et al, 2001). Contudo os resultados 
obtidos para o dissacarídeo lactose foi indeterminado para a estirpe AV 14559 
e fracamente positivo para estirpe GSF-30 (Tabela 2). Os resultados obtidos 
pelo sistema Biolog® GN2 para estirpe AV 14559, foram similares aos 
descritos por Kirchhof e colaboradores (2001), com exceção da oxidação do 
adonitol (tabela 3), o que pode indicar diferenças metabólicas entre as estirpes. 
Para as estirpes ambiental (IAM 14941) e clínica (AV 11883) de H. 
huttiense, os resultados dos ensaios convencionais (tabela 2), estão em 
concordância com os descritos (LEIFSON,1962), com exceção daqueles 
observados para a reação de catalase, fracamente positiva para a estirpe 




Na metodologia convencional (tabela 2) ambas as estirpes de H. putei 
apresentaram resultados idênticos na maioria das provas. Variações foram 
observadas nas provas de catalase, crescimento em TGY a 42°C, arginina 
dihidrolase e lactose, que mostram diferenças no comportamento dos isolados 
clínico e ambiental. O mesmo foi observado para Dextrina, Tween 40, àcido D-
galactonico lactona P, àcido D-glucosaminico, Ácido α-hidroxibutírico, Ácido 
malonico, L-alaninamida, D-alanina, L-alanina, L-alanil-glicina, L-leucina, L 
serina, L-treonina, no sistema Biolog®.  
 A estirpe H. hiltneri foi analisada apenas através do sistema 
convencional, no entanto estes dados não foram comparados com os da 
literatura já que apenas resultados de sistemas comerciais estavam disponíveis 
(ROTHBALLER et al.,2006). 
 Alguns relatos sobre a associação de estirpes de Herbaspirillum com 
doenças em humanos datam da década de 80 (BALDANI et al., 1986). Mas só 
recentemente, através do sequenciamento do gene 16S rRNA essas bactérias 
tem sido identificadas em amostras de vários pacientes (TAN e OEHLER, 
2005; SPILKER et al., 2008 CHEN et al., 2010; ZIGA et al., 2010), e a sua 
possível atuação como patógeno tem sido considerada.  
Atualmente poucas informações estão disponíveis sobre o gênero 
Herbaspirillum nos textos de microbiologia clínica, e apenas as características 
de Herbaspirillum species 3 são citadas nos livros textos 
(SCHRECKENBERGER e LINDQUIST 2007, SCHRECKENBERGER et al., 
2007, WINN et al., 2006). 
É possível que bactérias do gênero Herbaspirillum não estejam sendo 
detectadas como agentes associados a infecções humanas nos laboratórios 
clínicos devido a dificuldades para a sua identificação. Fazem parte do grupo 
dos bacilos gram negativos não fermentadores, um grupo extenso e 
heterogêneo dos quais alguns poucos entre os quais Pseudomonas aeruginosa 
e Acinetobacter são mais frequentemente isolados nos laboratórios clínicos.  
Quando os resultados dos ensaios bioquímicos convencionais das 
estirpes analisadas neste trabalho, que contém tanto isolados de amostras 
clínicas quanto do ambiente, foram comparados com os dados disponíveis na 
literatura clássica, observou-se que havia possibilidade de identificação 




Considerando o algoritmo para a identificação bactérias gram negativas 
aeróbias (SCHRECKENBERGER e LINDQUIST, 2007) do grupo BGN-NF 
como é o caso das espécies de Herbaspirillum, as estirpes AV 3926, AV 11883, 
AV 13384, AV 13965, AV 14040, AV 14559, AV 14775, IAM 15032, Smr1 e m4 
seriam identificadas como Burkholderia cepacia, as estirpes IAM 14941, Z67, 
GSF-30 e P6-12 identificadas como Ochobacterum spp., Acidovorox spp. ou o 
grupo 2 Pseudomonas-like e a estirpe HILTI seria identificada como Ralstonia 
monolytica,. 
Estes dados mostram a dificuldade na identificação bioquímica deste 
grupo de bactérias, e sugere que possam estar sendo erroneamente 
identificadas em laboratórios clínicos como pode ser observado no artigo de 
Spilker e colaboradores (2008). 
Uma diferença observada entre as estirpes isoladas de humanos 
analisadas neste trabalho é que aparentemente nenhum dos isolados clínicos é 
capaz de fixar nitrogênio.  
 
 
6.2 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 
 
 
As dificuldades para a identificação de bactérias do gênero 
Herbaspirillum através dos ensaios convencionais mostram que a utilização 
dos testes moleculares é mais vantajosa e acurada, o que pode ser percebido 
em recentes trabalhos (TAN e OEHLER, 2005; SPILKER et al., 2008 CHEN et 
al., 2010; ZIGA et al., 2010).  
O sequenciamento de um fragmento de 299 pb do gene gyrB dos 
isolados humanos de Herbaspirillum mostram que são geneticamente 
relacionados entre si e à estirpe de H. seropedicae Smr1 com a qual 
apresentaram maior similaridade (tabela 4 e figura 1). O sequenciamento deste 
gene tem sido utilizado em estudos filogenéticos, onde têm resultado na 
distinção de gêneros e espécies assim como os sequenciamentos de genes 
16s rRNA (KASAI, et al., 2000; YÁÑEZ et al., 2003; TAYEB et al., 2008).  
Uma metodologia promissora para a identificação bacteriana é a 




que através dos espectros de massa de células integras ou lisados celulares é 
possível distinguir vários tipos bacterianos encontrados na rotina como 
enterobactérias, ou outros menos frequentes como Vibrio, Aeromonas, 
Francisella (BOHME et al., 2010; SEIBOLD et al., 2010). Em alguns trabalhos 
foi demonstrado que o MALDI-TOF pode distinguir espécies de um mesmo 
gênero (MANDRELL et al., 2005; BOHME et al., 2010; SEIBOLD et al., 2010) e 
até mesmo subespécies (SEIBOLD et al., 2010).  
 Os dados da análise de MALDI-TOF (tabela 5 e Figuras 2 a 6) indicam 
diferenças entre as quinze estirpes analisadas. Através da análise de picos em 
comum, realizada utilizando o programa SPECLUST, foi possível identificar 
dois picos, 3349,46 (3347,97-3351,38) e 6700,78 (6697,92-6702.3), comuns às 
15 bactérias do gênero Herbaspirillum e ausentes na estirpe de E. coli. Estes 
poderão eventualmente ser utilizados como marcadores para o gênero 
Herbaspirillum.  
 Foi observado um pico m/z 7313,47 (7311,92-7315,02) exclusivo para 
ambas as estirpes de H. frinsingense, que poderia servir como marcador para 
essa espécie.  
O dendrograma (figura 7) gerado a partir da análise de picos comuns 
classifica as bactérias analisadas em dois grupos principais. O primeiro contém 
a estirpe de E.coli, claramente diferenciada das 15 estirpes de Herbaspirillum, 
que compõem o segundo grupo.  
Dois grupos principais são observados para Herbaspirillum, um deles 
formado por H. lusitanum e H. hiltineri e outro contendo as demais estirpes, 
distribuídas como descrito a seguir.  
As estirpes de H. seropedicae AV 14040, Z67 e Smr1, Linhagem 2 AV 
13965  e H. rubrisubalbicans formaram um conjunto. A associação de 
Herbaspirillum linhagem 2 com H. seropedicae é reforçada pela identidade de 
100% no fragmento de 299 pb do gene gyrB daquela bactéria com a da estirpe 
Smr1  disponível no GenBank (numero de acesso CP002039.1) (figura1, tabela 
4).  
O outro conjunto contém ambas as estirpes de H. frisingense localizadas 
próximas das estirpes H. putei IAM 15032, Herbaspirillum Linhagem 1 AV 
14775, Herbaspirillum Linhagem 3 AV 3926,  H. huttiense IAM 14941, e as 




Foi possível através desta análise distinguir bactérias do gênero 
Herbaspirillum ao nível de espécie e estirpe. O MALDI-TOF é uma técnica 
rápida, que permite a identificação bacteriana em poucos minutos, é custo-
efetiva e provou ser útil na diferenciação deste grupo de organismos. Além 
disso, os dados mostram que as Linhagens 1 e 3 estão próximas de H. 
huttiense e H. putei, dado que corrobora com os achados de SPILKER e 
colaboradores (2008), que relatam que uma das estirpes não identificadas até 
espécie apresentou elevada similaridade com as seqüências de 16S rDNA de 
H. huttiense e H. putei.  
Risch e colaboradores (2010) compararam 204 bactérias isoladas de 
amostras clínicas utilizando sistemas comerciais para identificação bacteriana e 
os respectivos espectros de massa utilizando o espectrômetro MALDI TOF 
Bruker microflex. Concordância entre ambas as metodologias foi observada 
para 88% dos gram-negativos. Discrepâncias ocorreram em 12% das bactérias 
gram-negativas, na maioria dos casos ao nível de espécie; mas diferenças 
foram encontradas como a identificação Enterobacter como Raoultella e 
Pseudomonas como Burkholderia. A discrepância entre o MALDI e os sistemas 
microbiológicos na identificação dos gram-positivos foi 15%. Seis bactérias com 
resultados discrepantes entre as metodologias foram selecionadas para 
sequenciamento do 16S rRNA. Verificou-se que o MALDI-TOF apresentou 
resultados corretos até o nível de espécie em duas delas, e gênero nas outras 
quatro (RISCH et al., 2010), mostrando um bom desempenho na identificação 
de isolados clínicos.   
 
 
6.3 ENSAIOS BIOLÓGICOS “IN VITRO” 
 
 
Embora alguns BGN-NF como P. aeruginosa, B. pseudomallei sejam 
patogênicos, ainda não está claro o papel de Herbaspirillum nas infecções 
(SPILKER et al., 2008). Ensaios celulares foram realizados com as estirpes de 





Como a adesão é uma etapa fundamental para o estabelecimento de um 
patógeno no seu hospedeiro e subsequente desenvolvimento de infecção 
(SALYERS e WHITT, 2002), as estirpes de Herbapirillum foram avaliadas 
quanto a capacidade de aderir em células HeLa. As figuras 8 a 14 mostram que 
as bactérias foram capazes de aderir em células HeLa. Entretanto, além da 
morfologia característica de BGN, as estirpes de Herbaspirillum muitas vezes 
apresentaram estruturas pleomórficas formando longos filamentos (figuras 8B, 
9A, 10B, 11B e C, 12B, 14 A e B). O seu significado ainda é desconhecido, 
mas não se pode excluir que estejam associados ao processo de divisão 
celular (Rothballer et al., 2006). 
Não foi possível relacionar o perfil de adesão das estirpes à nenhum dos 
padrões descritos até o momento para E. coli, como adesão localizada, 
agregativa, difusa (SCALETSKI et al., 1999). Em algumas células foram 
observadas bactérias isoladas, em outras formando linhas, ou pequenos 
grupos. 
A presença de bactérias aderidas foi observada em apenas 20 a 30% 
das células. Isso pode ter ocorrido por várias razões, incluindo a concentração 
de bactérias no experimento, uma vez que foram utilizadas as condições 
padronizadas (Scaletski et al. 1984, 1999) para identificar estirpes 
enteropatogências de E. coli; também pode ter sido devido a presença de 
manose no meio, uma vez que o ensaio utilizado foi desenvolvido para a 
detecção de adesinas manose-resistentes associadas aos patotipos de E. coli 
(SCALETSKI et al., 1984 SCALETSKI et al. 1999) o que pode ter reduzido a 
adesão celular dos Herbaspirillum às células HeLa devido a ligação da manose 
às adesinas; ou ainda devido ao baixo número de receptores reconhecidos 
pelas adesinas de Herbaspirillum em células HeLa.  
Foram observadas, em um baixo número de células HeLa, discretas 
alterações que poderiam sugerir um possível efeito tóxico das bactérias. Isto 
ocorreu em células incubadas com a Linhagem 3 AV 3926, H. huttiense AV 
11883, H. frisingense AV 14559 e GSF-30, H. rubrisubalbicans M4, H. 
seropedicae estirpe Z67, mas em uma pequena proporção das células. Novos 
ensaios devem ser realizados para confirmar esse achado. 
Além da adesão, outra característica comum entre os patógenos é a 




(SALYERS e WHITT, 2002). Nenhum efeito citotóxico foi observado em células 
Vero, (figura 15) contudo novos ensaios devem ser realizados com tempos 
maiores de incubação e também com maiores concentrações de bactérias para 
confirmar esse resultado.  
O ensaio de hemólise visa detectar a atividade de hemolisinas, um grupo 
heterogêneo de toxinas produzidas por vários tipos de patógenos, capazes de 
lisar eritrócitos e outras células de mamíferos. Entretanto os organismos variam 
em relação a sua produção, enquanto alguns produzem hemolisina apenas 
durante a fase logarítmica de crescimento, outras o fazem apenas na fase 
estacionária, e em algumas bactérias a síntese da hemolisina ocorre em 
momentos específicos gerando picos de produção que logo são reprimidos 
(SCHEFFER et al., 1988). A atividade hemolítica de Herbaspirillum foi avaliada 
durante os períodos de 6, 12 e 24 horas (figura 16 e 17) e resultados negativos 
foram observados para todas as estirpes em todos os períodos avaliados.  
Os resultados dos ensaios celulares “in vitro” sugerem que as bactérias 







- Os ensaios microbiológicos convencionais podem levar a identificação 
errônea de Herbaspirillum como Burkholderia cepacia, Ralstonia monolytica, 
Ochobacterum spp., Acidovorox spp. ou o grupo 2 Pseudomonas-like.  
- Os resultados deste trabalho mostram maior diversidade entre as bactérias do 
gênero Herbaspirillum conflitando com dados disponíveis nos livros textos de 
microbiologia clínica, baseados apenas em Herbaspirillum species 3. Entre as 
reações conflitantes estão a Polimixina B (a maioria é resistente), catalase 
(variável), crescimento a 42°C (variável). 
- Foram observadas algumas discrepâncias nos resultados dos testes em 
comum nos ensaios microbiológicos convencionais e o sistema Biolog.  
-Nenhum dos isolados clínicos demonstrou a capacidade de fixar nitrogênio 
nas condições utilizadas neste trabalho. 
-A sequência parcial do gene gyrB confirma que as estirpes isoladas de 
humanos são geneticamente relacionadas, e que apresentam homologia entre 
93 a 100% com gyrB de H. seropedicae. 
- As análises de espectrometria de massa tipo MALDI-TOF permitiram uma 
clara distinção entre E. coli e Herbaspirillum, que foram diferenciados entre si 
ao nível de espécie e até mesmo estirpe, o que não foi possível com os 
ensaios microbiológicos. 
- As 15 estirpes de Herbaspirillum spp apresentaram a capacidade de aderir 
em células HeLa.  
- Não foram observadas atividades hemolítica e citotóxica em nenhuma das 
bactérias analisadas, sugerindo que as estirpes de Herbaspirillum são 
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